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Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez l’homme et représente la troisième 
cause de mortalité par cancer en France. Depuis 2004, le docetaxel est le traitement de référence du 
cancer de la prostate métastatique résistant à la castration (mCRPC). Cependant, malgré le bénéfice de 
survie obtenu, près de la moitié des patients traités développent une résistance à la chimiothérapie. 
L’objectif de mon projet de thèse consiste à identifier un prédicteur moléculaire permettant de 
sélectionner les patients qui vont répondre à la chimiothérapie par docetaxel. Par l’étude du 
mécanisme moléculaire associé avec le développement de la résistance, mon second objectif est 
d’identifier  de nouvelles cibles thérapeutiques afin de contourner cette résistance. 
 
Dans ce but, les profils d’expression de gènes et de microARNs différentiellement exprimés 
dans plusieurs modèles cellulaires de cancer de prostate résistants au docetaxel ont été établis. 
L’intégration des données issues de ces analyses haut-débit a suggéré que la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) intervenait dans le mécanisme de résistance au docetaxel. La dissection du 
mécanisme d’EMT observé dans les modèles cellulaires a permis d’identifier SHISA3 comme une 
nouvelle protéine régulatrice de ce processus. Le gène SHISA3, alors jamais décrit chez l’Homme, est 
fortement sous-exprimé dans les modèles résistants au docetaxel présentant un phénotype 
mésenchymateux, mais également dans de multiples tumeurs humaines. L’inhibition de SHISA3 dans 
les modèles cellulaires sensibles induit une EMT complète, caractérisée par la perte des jonctions 
cellulaires, l’expression des facteurs de transcription mésenchymateux et l’augmentation des capacités 
migratoires. L’étude du mécanisme d’action de SHISA3 nous a permis de mettre en évidence 
l’interaction de SHISA3 avec le TGFβRII. Nous avons montré dans les cellules résistantes au 
docetaxel que l’inhibition pharmacologique de la voie du TGFβ provoque une sensibilisation au 
docetaxel, démontrant l’importance de la régulation de cette voie dans la résistance à la 
chimiothérapie.  
 
En parallèle de ce travail, nous avons établi un modèle de cancer de la prostate résistant au 
docetaxel chez la souris. L’obtention de ce modèle est cruciale pour réaliser la validation préclinique 
des thérapies visant à contourner les mécanismes de résistance au docetaxel. Les tumeurs obtenues 
dans ce nouveau modèle sont caractérisées par une sous-expression de SHISA3 et par l’expression des 
marqueurs d’EMT. Ce modèle nous permettra de valider in vivo le potentiel thérapeutique de 
l’association d’un inhibiteur de la voie du TGFβ avec le docetaxel. De manière intéressante, nous 
avons observé in vivo que l’expression de SHISA3 est corrélée à la réponse au traitement par 





























































Prostate cancer is the most common cancer in men and the third leading cause of 
cancer mortality in France. Since 2004, docetaxel is the standard treatment for metastatic 
castration-resistant prostate cancer (mCRPC). However, nearly half of treated patients 
develop resistance to chemotherapy. The aim of my thesis is to identify molecular predictors 
to select patients who will respond to docetaxel chemotherapy. My second goal is to identify 
new therapeutic targets to overcome this resistance, by studying the molecular mechanisms 
involved in the development of resistance. 
 
To this purpose, genes and microRNAs expression profiles were established in several 
cellular models of docetaxel-resistant prostate cancer. The integration of these high-
throughput data suggested that the epithelial-mesenchymal transition (EMT) was involved in 
the mechanism of docetaxel resistance. Deciphering the EMT mechanism observed in our 
cellular models allowed the identification of SHISA3 as a new regulator of this process. 
SHISA3 is highly under-expressed in docetaxel resistant cells which present a mesenchymal 
phenotype. Interestingly, SHISA3 is also down-regulated in a large variety of human tumors. 
The inhibition of SHISA3 in sensitive cells induced a complete EMT, characterized by loss of 
cellular junctions, expression of mesenchymal transcription factors, and increased migratory 
capacity. The study of its mechanism of action allowed us to highlight the interaction of 
SHISA3 with TGFβRII. We showed in docetaxel-resistant cells that pharmacological 
inhibition of the TGFβ signalling pathway induces sensitization to docetaxel, demonstrating 
the importance of the regulation of this pathway in the resistance to chemotherapy. 
 
In parallel, we developed a docetaxel-resistant prostate cancer model in mice. The 
establishment of this model is critical for the preclinical validation of new targeted therapies. 
Tumors obtained from this new model are characterized by the under-expression of SHISA3 
and the expression of EMT markers. This model will allow the validation of the therapeutic 
potential of co-treatment with docetaxel and TGFβ signalling pathway inhibitors in vivo. 
Interestingly, we observed that SHISA3 expression is correlated with response to docetaxel 
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Le cancer de la prostate 
 
 
1. Structure et fonction de la glande prostatique 
 
1.1.  Description anatomique 
 
La prostate est une glande exocrine située sous la vessie entre la symphyse pubienne et le rectum. 
C’est une formation musculo-glandulaire de la forme d’une châtaigne, qui entoure la partie supérieure 
de l'urètre. La prostate et les vésicules séminales produisent le liquide séminal. Ce fluide est riche en 
molécules ionisées (citrate, zinc, polyamines, glycoprotéines), en enzymes et en facteurs de croissance 
qui favorisent la traversée de la glaire cervicale par les spermatozoïdes et assurent leur protection 
contre les agents cytotoxiques. Selon le modèle anatomique proposé par McNeal [1], la prostate est 
composée de quatre zones : une zone antérieure fibro-musculaire où le cancer de la prostate ne se 
développe que très rarement, une zone centrale siège de 8 % des cancers prostatiques, une zone de 
transition qui donne naissance à 25 % des carcinomes, et une zone périphérique où se développent la 
grande majorité des cancer de la prostate (70 % des cas) (figure 1). La zone périphérique, la zone 
centrale et la zone de transition forment le compartiment glandulaire. 
 
Figure 1 : Zones anatomiques de la prostate et prédisposition aux pathologies prostatiques. Adapté de De Marzo 2007. 





1.2.  Structure cellulaire de la prostate 
 
La prostate est formée de glandes et de stroma. L’épithélium glandulaire, qui représente 60% 
du tissu prostatique, est formé d’acini composés de trois types cellulaires, les cellules luminales, 
basales et les cellules neuroendocrines (figure 2). Ces cellules épithéliales expriment des marqueurs 
distincts et possèdent des fonctions spécifiques. Chez l’adulte, les cellules luminales sont responsables 
de la sécrétion du liquide prostatique. Elles sont différenciées, non-prolifératives et bordent la lumière 
des acini [2]. Elles expriment l’antigène spécifique de la prostate (PSA) [3] et le récepteur des 
androgènes (AR) [4]. Les cellules luminales nécessitent d’ailleurs une exposition continue aux 
androgènes pour leur survie, ce qui définit le phénotype androgéno-dépendant [5]. Elles expriment 
également des marqueurs épithéliaux comme les cytokératines (CK) CK8 et CK18. Les cellules 
épithéliales basales séparent les cellules luminales de la membrane basale. Ce sont des cellules 
prolifératives androgéno-indépendantes. Elles expriment le marqueur CD44, ainsi que les 
cytokératines CK5 et CK14. Les cellules neuroendocrines sont très peu nombreuses et distribuées de 
manière irrégulière entre la couche basale et la couche luminale de la glande (figure 2). Les cellules 
neuroendocrines sont issues des cellules souches de la prostate et agissent de façon paracrine sur la 
prolifération et la différenciation des cellules environnantes[6]. Ces cellules expriment les marqueurs 
épithéliaux CK5, CK14, CK18, ainsi que les marqueurs neuroendocrines comme la synaptophysine, la 
chromogranine A et la somatostatine. 
 
La zone fibro-musculaire, aussi appelée stroma, est principalement composée de fibroblastes. 
Cette zone est également constituée de cellules musculaires lisses, de nerfs, de cellules dendritiques et 
de vaisseaux sanguins. Les cellules du stroma sécrètent des facteurs de croissance participant au 
renouvellement de l’épithélium et à son activité sécrétoire. Les fibroblastes notamment, sont capables 
d’interagir avec les cellules environnantes via la sécrétion de PEIF (prostatic epithelium inhibiting 
factor) [7]. Les fibroblastes et les cellules musculaires sont également capables d’exprimer le AR. 
 
 
Figure 2 : Les différents types cellulaires exprimés dans les acini de la prostate. Schéma adapté de Abate-Shen 2000, 
immunofluorescence extraites de Goldstein 2008. Les cellules basales expriment la cytokératine 5 (K5), les cellules 
luminales la cytokératine 8 (K8). La synaptophysine est utilisée comme marqueur des cellules neuroendocrines. 





1.3.  Les modèles de cancer de la prostate 
 
Les modèles cellulaires de cancer de la prostate (CaP) sont essentiels à l’étude de la 
pathologie. En effet, ils permettent l’identification des processus moléculaires mis en jeu et par 
conséquent la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. Les modèles animaux sont des outils 
importants et permettent l’étude des mécanismes identifiés in vitro à l’échelle d’un organisme. Ils sont 
très utilisés pour approfondir les connaissances sur des processus comme la dissémination 
métastatique, mais aussi pour tester de nouvelles thérapies. En cancérologie notamment, toute 
nouvelle drogue est testée sur des modèles précliniques avant d’évaluer son potentiel chez les patients. 
L’objectif de cette partie n’est pas de détailler les modèles de CaP de façon exhaustive, mais de 
présenter les modèles les plus couramment utilisés. 
1.3.1. Les modèles cellulaires de CaP 
 
Les modèles cellulaires sont divisés en sous-catégories suivant leur capacité à exprimer les 
marqueurs prostatiques AR et PSA. Les modèles insensibles aux androgènes, qui de façon générale 
n’expriment pas le AR, constituent la catégorie des modèles cellulaires androgéno-indépendants. Les 
deux lignées les plus utilisées de cette catégorie sont les cellules PC3 et DU145 [8], [9]. Ces lignées 
cellulaires se cultivent facilement et plusieurs sous-lignées en ont été dérivées pour augmenter leurs 
pouvoirs métastatiques (notamment par implantation chez l’animal). Il existe de nombreuses autres 
lignées cellulaires androgéno-indépendantes, mais celles-ci sont moins utilisées. Les lignées cellulaires 
de CaP androgéno-sensibles expriment le AR et nécessitent la présence d’androgènes pour leur survie. 
Ces modèles sont peu nombreux, les lignées LNCaP, ARCaP et 22RV1 étant les plus communément 
utilisées [10]–[12]. Le modèle 22RV1 est particulier puisqu’il est issu d’une tumeur primaire de CaP, 
contrairement aux modèles décrits précédemment établis à partir de métastases (tableau 1). Ces 
modèles sont très peu nombreux car leur mise en culture est particulièrement difficile, c’est pourquoi 
la majorité de ces modèles sont établis après une greffe chez l’animal (notamment 22RV1 et PPC-1). 
La lignée IGR-CaP1, établie au laboratoire, est une nouvelle lignée androgéno-indépendante issue 
d’une tumeur primitive sans passage chez l’animal [13]. Enfin, il existe des lignées cellulaires 
immortalisées in vitro par transduction de protéines virales (antigène T du virus SV40, papillomavirus 
18) ou avec le gène de la télomérase. Cette technique permet d’établir des lignées de stades plus 
précoces dans le CaP (BPH-1 [14]) mais également des lignées issues de tissus normaux (RWPE-1 
[15]). 
De façon générale, les lignées cellulaires les plus tumorigéniques sont très utilisées pour 
réaliser des xénogreffes chez la souris. Ces modèles sont utilisés pour évaluer l’efficacité des 
nouveaux traitements et réaliser les preuves de concept. Les modèles de CaP maintenus chez l’animal, 
bien que plus contraignants, sont également utilisés pour les évaluations précliniques. 





1.3.2. Les modèles animaux de CaP 
 
 De nombreux modèles animaux sont établis à partir de xénogreffes (orthotopique, sous-
cutanée…) de matériel tumoral humain. Les xénogreffes issues de tumeurs de patients (PDX) ont par 
exemple donné naissance aux modèles LuCaP35[16] et CWR22 [17]. Il existe également des modèles 
animaux développant des CaP spontanés, comme les modèles de rat Dunning R-3327 et Lobund 
Wistar [18]. Ces deux modèles récapitulent les évènements majeurs de progression tumorale 
prostatique. Le chien est la deuxième espèce non humaine capable de développer des cancers 
spontanés, cependant la disponibilité de ce modèle reste un handicap à son utilisation. Enfin, les 
connaissances sur le CaP ont conduit au développement de souris transgéniques pour lesquelles 
l’expression d’un ou plusieurs gènes est altérée. Ces modèles représentent des outils indispensables à 
la compréhension des mécanismes de tumorigénèse dans la prostate. Les différents modèles 
transgéniques couramment utilisés dans la littérature sont décris par Scott et al. [19].  
 
Tableau 1 : Modèles cellulaires du cancer de la prostate les plus couramment utilisés. 





2. Progression tumorale du cancer de la prostate 
 
Le CaP est la conséquence du développement malin de lésions néoplasiques intra-épithéliales 
prostatiques (PIN). Il ne se développe pas à la suite d’autres pathologies telles que l’hyperplasie 
bénigne de la prostate ou l’hyperplasie adénomateuse atypique [20]. Comme dans la majorité des 
cancers, le CaP est causé par l’accumulation d’altérations génétiques qui conduisent à la prolifération 
des cellules malignes. Ces altérations génomiques peuvent être causées par l’inflammation chronique 
de la prostate suite à des épisodes de prostatites [21] ou par le stress oxydatif associé au vieillissement 
cellulaire [22]. Certaines altérations génétiques sont aussi transmises de manière héréditaire. Aux 
stades plus avancés, les cellules du CaP se différencient et acquièrent la capacité d’envahir d’autres 
tissus entrainant le développement de métastases (figure 3). 
 
Figure 3 : Evénements impliqués dans la progression tumorale du CaP. Adapté de Shen 2010. 
 
2.1. Altérations génétiques impliquées dans l’initiation du cancer de la prostate 
 
De manière générale, peu de mutations sont retrouvées dans les tumeurs de prostate. Cette 
pathologie est cependant caractérisée par un grand nombre de remaniements chromosomiques. 
2.1.1. Les gènes de prédisposition 
 
Certaines mutations ou délétions sont retrouvées dans les familles ayant une forte 
prédisposition à développer la maladie. Cependant, contrairement à d'autres cancers courants comme 
le cancer du sein ou du colon, où un faible nombre de gènes de susceptibilité explique une grande 
proportion des familles à haut risque, la prédisposition héréditaire au CaP peut être provoquée par un 
grand nombre de gènes différents. Les études génomiques haut-débit ont permis d’identifier plusieurs 





gènes de prédisposition [23]. RNASEL fut le premier gène de susceptibilité identifié dans le CaP [24]. 
L’expression du variant d’épissage R462Q de ce gène a été associée à une augmentation du risque de 
développer un cancer sporadique [25]. L’expression de variants de CHEK2, un régulateur de la 
réponse aux dommages de l’ADN, est associée à une modeste augmentation du risque de développer 
un CaP [26]. Un lien a été suggéré entre le développement du cancer de la prostate et les gènes de 
prédisposition au cancer du sein BRCA1 et BRCA2 [27]. L’étude IMPACT évalue actuellement le rôle 
des mutations dans ces deux gènes sur le développement du CaP. 
2.1.2. Hyperméthylation de GSTP1 
 
La glutathion-s-transférase (GSTP1) est une protéine impliquée dans le mécanisme de 
détoxification et dans la protection contre le stress oxydatif. La perte de l’activité de GSTP1 par 
méthylation augmente le risque de dommages à l’ADN et sensibilise les cellules aux phénomènes de 
carcinogénèse induits par l’alimentation, les oxydants et par l’inflammation [28]. L’hyperméthylation 
du promoteur de GSTP1 est observée dans 90% des adénocarcinomes prostatiques, 70% des PIN de 
haut grade et jamais dans l’épithélium normal [29].  
2.1.3. Délétion du gène NKX3.1 
 
Les altérations partielles du chromosome 8 sont fréquemment retrouvées dans les cancers de la 
prostate. Les délétions au niveau du chromosome 8p sont observées de façon précoce dans la 
carcinogénèse prostatique [30]. Parmi les gènes localisés en 8p, on retrouve le gène NKX3.1, codant 
pour  une protéine impliquée dans la morphogénèse des canaux prostatiques et dans la différenciation 
et l’acquisition des fonctions sécrétoires par les cellules épithéliales prostatiques. La protéine NKX3.1 
est normalement exprimée par l’épithélium prostatique normal, alors qu’elle est absente dans les PIN 
et  les cellules tumorales. Les délétions de la région codant pour ce gène sont observées dans près de 
85% des adénocarcinomes prostatiques [31]. 
2.1.4. Expression du gène de fusion TMPRSS2-ERG 
 
Le gène de fusion TMPRSS2-ERG est retrouvé dans environ 70% des adénocarcinomes 
prostatiques [32]. Ce gène de fusion est obtenu par translocation sur le bras long du chromosome 21. 
La translocation place les séquences promotrices du gène TMPRSS2 en amont de la séquence codant 
pour le gène ERG. La fusion des gènes TMPRSS2 et ERG est un événement précoce dans la 
carcinogénèse [33]. Le gène TMPRSS2 code pour la sérine protéase transmembranaire 2, une protéine 
multimèrique à domaine sérine-protéase contrôlée par les androgènes. ERG est un facteur de 
transcription impliqué dans la régulation de nombreux processus biologiques comme la prolifération 
cellulaire, la différenciation et la réponse au stress [34]. La fusion TMPRSS2-ERG provoque une 
surexpression de ERG contrôlée par les androgènes. L’utilisation d’un modèle murin transgénique 





exprimant ETV1, un gène cible de TMPRSS2-ERG, sous le contrôle d’un promoteur spécifique de la 
prostate entraine le développement de PIN. Cependant, aucune souris ne développe de carcinomes 
invasifs, suggérant que d’autres altérations génétiques sont également nécessaires à la progression 
tumorale du CaP [35].  
 
2.2. Evolution du cancer de la prostate, du PIN au carcinome 
 
2.2.1. Surexpression de l’oncogène MYC 
 
L’oncogène MYC est situé au niveau de la région chromosomique 8q24. Ce gène est amplifié 
dans les tumeurs avancées de la prostate [36]. En réponse aux signaux du microenvironnement 
cellulaire, MYC peut réguler un large spectre d’activités biologiques distinctes, telles que le cycle 
cellulaire, la croissance cellulaire, l’apoptose, l’instabilité génomique, ou encore l’angiogénèse. 
L’amplification de MYC est corrélée avec la progression tumorale, le grade et un mauvais pronostic du 
CaP [37]. Il a été montré que l’amplification du gène MYC est aussi associée à un fort pouvoir 
métastatique [38]. In vivo, les souris surexprimant MYC développent des PIN capables de progresser 
vers un carcinome invasif et dans de rares cas vers la métastase [39]. MYC est également impliqué 
dans le processus de différenciation cellulaire. Il a été montré que la co-expression de MYC et de la 
kinase PIM-1 entrainait le développement de carcinome à différentiation neuroendocrine [40]. De 
manière intéressante, Gurel et al. ont montré à partir de tumeurs de patients que MYC pouvait avoir un 
rôle dans l’initiation du CaP, la protéine étant surexprimée dans les lésions PIN en l’absence 
d’amplification du gène [41]. La surexpression de MYC représente donc un événement majeur dans la 
tumorigénèse du CaP.  
2.2.2. Inactivation de PTEN 
 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) est un gène suppresseur de tumeur localisé sur le 
chromosome 10 (q23.31). Il code pour une phosphatase antagoniste de la phospho-inositol-3-kinase 
(PI3K) capable d’inhiber la voie de signalisation PI3K/Akt. PTEN intervient également dans le 
maintien du cytosquelette et la migration cellulaire [42]. L’inactivation de PTEN est fréquente au 
cours du carcinome prostatique. Elle résulte le plus souvent de délétions [43], moins fréquemment de 
mutations [44] et son expression peut être régulée au niveau transcriptionel [45]. La perte de PTEN 
semble corrélée au stade tumoral, elle est par ailleurs observée dans plus de la moitié des formes de 
CaP métastatiques [46]. 





2.2.3. Sous-expression de RB 
 
La perte du chromosome 13q, la région contenant le gène RB (retinoblastoma) est retrouvée 
dans 50% des CaP [47]. RB est un gène suppresseur de tumeur activé par la cycline D1 capable de 
réguler la progression du cycle cellulaire en phase G1/S. In vivo, il a été montré que le Knock-Out du 
gène sur du tissu prostatique implanté en capsule sous-rénale entrainait le développement 
d’adénocarcinomes invasifs [48]. La sous-expression de RB a été identifiée dans 34% des CaP 
localisés et 74% des CaP métastatiques [49]. 
2.2.4. Mutations de P53 
 
Le gène P53 est un suppresseur de tumeur [50] muté dans 20 à 30% des CaP. P53 a un rôle 
essentiel dans la transcription des gènes impliqués dans l’apoptose. P53 est aussi impliquée dans le 
contrôle du cycle cellulaire au niveau du checkpoint de la phase G1/S, permettant l’arrêt du cycle en 
cas de dommages à l’ADN. Ce mécanisme assure le maintien de l’intégrité du génome [51]. Dans le 
CaP, les mutations de la séquence codante de P53 entrainent un dysfonctionnement de l’apoptose et 
favorisent l’accumulation de cellules tumorales ayant des anomalies génétiques susceptibles 
d’entraîner une prolifération androgéno-indépendante [52]. Chez les patients, les mutations P53 sont 
rares au stade du CaP localisé (20 à 30%) mais fréquentes dans les stades avancés de la maladie, 
notamment dans le CaP métastatique (environ 70%) [53]. 
2.2.5. Activation de la signalisation du récepteur des androgènes 
 
Les androgènes sont des hormones synthétisées à partir du cholestérol, capables de réguler le 
développement et le maintien des caractères masculins chez les vertébrés en se liant spécifiquement à 
leur récepteur (AR). La testostérone est le principal androgène circulant chez l’homme. Elle est 
produite quasi-exclusivement par les cellules du testicule puis transformée en dihydrotestostérone 
(DHT) dans la prostate par la 5α réductase. Le second organe sécréteur d’androgènes chez l’homme 
est la glande surrénale. En l’absence de stimulation par les androgènes, le AR est associé aux protéines 
de choc thermique (HSP) et séquestré dans le cytoplasme [54]. Après activation par l’hormone, le AR 
se dissocie des protéines chaperones, ce qui entraine sa translocation dans le noyau sous forme de 
dimère où il se lie aux éléments de réponse aux androgènes (ARE) pour induire la transcription de ses 
gènes cibles (figure 4) [55]. La signalisation du AR joue un rôle crucial dans le développement et 
l’homéostasie de la prostate chez l’homme en stimulant la prolifération cellulaire et en inhibant 
l’apoptose [56]. Par conséquent, l’activation non contrôlée du AR dans les cellules de la prostate 
entraine le développement et la progression tumorale [57]. L’activation continue du AR est maintenue 
par différents mécanismes comme l’amplification du gène du AR [58], des mutations au niveau des 
sites d’activation du récepteur [59], ou la modulation de l’expression d’enzyme du métabolisme des 
androgènes. Les cellules tumorales sont également capables de convertir les androgènes surrénaliens 





en testostérone et DHT, entrainant l’activation autocrine du AR [60]. L’utilisation de rat Lobund-
Wistar a permis de montrer que la présence d’androgènes est requise pour le développement tumoral 
[61]. Chez l’homme, il a été montré que les patients atteints de pseudohermaphrodisme n’exprimant 
























2.3. La dissémination métastatique 
 
La dissémination métastatique correspond au stade le plus avancé du CaP. Ce processus 
nécessite le développement d’un réseau vasculaire intra-tumoral, ainsi que la perte de l’adhésion à la 
membrane basale et l’acquisition de propriétés invasives par les cellules tumorales (figure 5).  
 
Figure 5 : Processus métastatique. Adapté de Fidler 2003. 
 
2.3.1. La néo-angiogénèse tumorale 
 
L’angiogénèse est le processus qui permet aux vaisseaux sanguins et lymphatiques de se 
mettre en place dans un organe pour en assurer l’oxygénation, l’apport de nutriments et l’élimination 
des déchets. Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) est un facteur essentiel dans 
la néo-angiogénèse tumorale. Dans les cellules PC3 et LNCaP, l’expression du VEGF est régulée par 
l’hypoxie, montrant que la néo-angiogénèse est une réponse à la raréfaction des ressources associée à 
la croissance tumorale [64]. Il a été montré que l’utilisation d’anticorps neutralisants du VEGF 
retardait la croissance tumorale et la dissémination métastatique des xénogreffes de cellules DU145 
[65]. Enfin, il a été décrit que les récepteurs du VEGF, VEGFR-1 et VEGFR-2, sont surexprimés à la 
surface des cellules d’adénocarcinome de la prostate moyennement différenciées [66]. Ces données 
démontrent que les cellules de CaP participent activement à la néo-angiogénèse tumorale.   
2.3.2. La différentiation cellulaire 
 
La dissémination métastatique est dépendante de l’acquisition de propriétés de migration et 
d’invasion par les cellules tumorales. Le mécanisme de différentiation cellulaire nécessaire à ce 
processus est appelé transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Comme nous le verrons de façon 
détaillée par la suite (Chapitre 4), l’EMT est déclenchée par des facteurs externes et implique 
l’activation de voies de signalisation comme la voie PI3K/Akt, ou les voies impliquées dans le 
développement embryonnaire (WNT, Notch et Hedgehog). Les cellules mésenchymateuses expriment 
des enzymes capables de dégrader la matrice extracellulaire (ECM) et possèdent une architecture du 
cytosquelette qui facilite leur migration. Ces modifications permettent l’invasion des cellules et leur 
dissémination dans les vaisseaux lymphatiques et sanguins. Elles permettent aussi l’extravasation et la 
colonisation du site métastatique.  





2.3.3. Les métastases osseuses 
 
Les métastases osseuses représentent plus de 90 % des métastases du CaP. Les complications 
dues aux métastases osseuses (comme les douleurs, les fractures et les compressions médullaires) sont 
responsables de la mortalité du CaP [67]. Il existe deux catégories de métastases osseuses : les 
métastases ostéocondensantes et ostéolytiques. Contrairement à ce que l’on observe dans le cancer du 
sein où les métastases sont majoritairement ostéolytiques, les métastases du CaP sont le plus souvent 
ostéocondensantes ou présentent une association des deux phénomènes. 
Les métastases ostéocondensantes sont caractérisées par une augmentation de l’activité des 
ostéoblastes, ce qui entraine une production d’os à l’architecture désorganisée et sujet aux fractures. 
L’endothéline joue un rôle prépondérant dans la production osseuse. L’endothéline est impliquée dans 
la formation des métastases ostéocondensantes du CaP chez l’homme et chez la souris [68]. Dans le 
cas des lésions ostéolytiques, l’augmentation de l’activité des ostéoclastes entraine la résorption de 
l’os. L’ostéolyse est un processus complexe dont l’acteur principal est l’axe RANK/RANKL. La 
fixation de RANKL à son récepteur induit la maturation des ostéoclastes et promeut l’ostéolyse [69]. 
In vitro, il a été montré que la co-culture de cellules ostéoclastes-like humaines avec les lignées PC3, 
LNCaP et DU145 augmentait fortement l’expression de RANKL dans les cellules de CaP [70]. Chez 
les patients, Brown et al. ont montré que les cellules prostatiques tumorales sont capables de produire 
RANKL et que la sécrétion de ce facteur est plus importante dans les métastases osseuses comparée 
aux autres sites métastatiques [71]. 
 
3. Les marqueurs du cancer de la prostate utilisés en clinique 
 
A ce jour, le marqueur biochimique principal du CaP est le PSA. Le PSA est une sérine 
protéase appartenant à la famille des kallikréines, sécrétée par les cellules épithéliales prostatiques, 
ayant un rôle dans la liquéfaction du sperme. Il existe une corrélation entre le taux sérique de PSA et le 
volume de la glande prostatique. Il est admis qu’une concentration normale de PSA est comprise entre 
0 et 4 ng/ml, une valeur supérieure à 10 ng/ml permet de suspecter un cancer localisé, une valeur 
supérieure à 40 ng/ml fait suspecter un CaP étendu aux ganglions ou d’autres organes, une valeur 
supérieure à 100 ng/ml entraine le diagnostique d’un CaP métastatique. Le diagnostic du CaP basé sur 
le dosage de la PSA doit être confirmé par des biopsies prostatiques. Le PSA est également un 
indicateur de la réponse aux traitements. D’autres marqueurs comme le taux de phosphatases acides 
(PAP) ou de phosphatases alcalines (PAL) sont utilisés pour le suivi des patients mais pas pour le 
diagnostic.  





4. Epidémiologie du cancer de la prostate 
 
En France et dans les pays occidentaux, le CaP représente un problème de santé publique 
majeur. C’est le cancer le plus fréquent chez l’homme, suivi par le cancer du poumon et le cancer 
colorectal. Le CaP est la troisième cause de mortalité par cancer chez l’homme et représente plus de 
10% des décès par cancer (recensement  INCA 2013, tableau 2). Cependant, alors que le nombre de 
cas augmente, le nombre de mort reste stable, voire diminue depuis le dernier recensement. Ceci est dû 
à une augmentation des dépistages effectués durant ces dernières années, conduisant à un 
surdiagnostic. L’âge est le principal facteur de risque du CaP avec un âge moyen au diagnostic de 71 
ans en France (INCA, 2005). Le CaP est également une maladie à évolution lente. Selon l’American 
Cancer Society, le taux de survie à 5 ans après le diagnostic est de 100%, de 99% à 10 ans et de 94% à 
15 ans. Cependant, du fait de son incidence croissante avec l’âge et du vieillissement de la population 







Tableau 2 : Incidence et mortalité estimées des principaux cancers chez l'homme en 2012 en France. Source INCA 





5. Les options thérapeutiques dans le traitement du cancer de la prostate 
 
Au stade précoce, le CaP localisé et confiné à la capsule prostatique peut-être traité de façon 
curative par intervention chirurgicale et radiothérapie. Cependant, s’il est diagnostiqué trop tard, le 
carcinome prostatique évolue vers des stades plus avancés de la maladie caractérisés par l’invasion des 
tissus environnants puis l’apparition de métastases. La transition vers le CaP métastatique est 
généralement liée à l’apparition d’une résistance aux androgènes, généralement provoquée par 
l’utilisation des thérapies anti-hormonales. 
 
5.1. Les traitements locaux 
 
La prostatectomie radicale consiste en l'exérèse de l'ensemble de la prostate, des vésicules 
séminales et d'une partie des canaux déférents. La mortalité observée suite à cette intervention est 
quasi nulle (< 1 %). Les complications de la prostatectomie radicale sont essentiellement l'impuissance 
et l'incontinence urinaire. La complication la plus sévère de cette intervention est la récidive locale due 
à une tumeur résiduelle. 
La radiothérapie peut être utilisée de façon postopératoire à titre adjuvant ou en cas de récidive 
locale. En  radiothérapie externe, les doses délivrées sont classiquement de 66-70 Gy pendant 5 à 7 
semaines. La mortalité est nulle et les complications locales correspondent essentiellement à des 
sténoses de l'urètre. Dans 40 à 60% des cas, il peut apparaître une impuissance sexuelle qui s'installe 
progressivement en quelques années.  
La curiethérapie est un type de radiothérapie locale au cours de laquelle des grains d’iode 
radioactif (140 Gy) sont implantés dans la prostate tumorale, sous contrôle échographique. Son 
indication est réservée à des formes de bon pronostic (PSA < 10ng/ml), avec un volume prostatique de 
moins de 60cm
3
. Les effets secondaires sont retardés de quelques semaines, et consistent en 
l’apparition de difficultés mictionnelles et des douleurs pelviennes. Les risques d’incontinence sont 
très faibles et seulement 20 à 30% des patients présentent une impuissance. 
 
5.2. Déprivation androgénique 
 
Les thérapies de déprivation en androgènes sont utilisées dans le traitement du CaP depuis la 
découverte de leur efficacité en 1941 [72]. La diminution de l’action des androgènes peut être obtenue 





par pulpectomie et castration chimique. La pulpectomie est une intervention chirurgicale consistant en 
l’ablation de la pulpe du testicule afin de supprimer la sécrétion endocrine de testostérone. 
La castration androgénique chimique est réalisée par traitement avec des analogues de la LH-
RH et/ou des anti-androgènes périphériques. Les analogues de la LH-RH sont administrés par voie 
parentérale pour inhiber la synthèse de testostérone par les testicules. La stimulation en continue de 
l’axe hypothalamo-hypophysaire par les analogues de la LH-RH provoque une inhibition de la 
synthèse de testostérone. Les anti-androgènes périphériques se lient de manière compétitive au AR au 
niveau du site de liaison de la DHT et inhibent sa signalisation. Les anti-androgènes sont parfois 
utilisés en association avec les analogues de la LH-RH pour obtenir un blocage androgénique complet. 
Dans la majorité des cas, un phénomène d'échappement est observé 2 à 3 ans après le début du 
traitement anti-androgénique. Ce phénomène, appelé résistance à la castration, est associé avec 
l’apparition de métastases et représente le stade ultime de la progression tumorale du CaP. On parle 
alors de CaP métastatique résistant à la castration (mCRPC). 
 
5.3. Les traitements du CRPC 
 
5.3.1. L’hormonothérapie de troisième génération 
 
De nombreuses études ont montré que la voie de signalisation du AR reste un élément critique 
de la progression tumorale chez les patients traités par les anti-androgènes. Les mécanismes de 
résistance à ces thérapies sont l’augmentation de la synthèse enzymatique d’androgènes par les 
cellules tumorales, notamment à partir des androgènes surrénaliens, une sensitivité accrue aux 
androgènes par surexpression du récepteur, des mutations du AR ou l’expression de variants 
d’épissage menant à une activation facilitée ou constitutive de la voie de signalisation [73]. Ces 
connaissances ont mené au développement de stratégies plus efficaces pour cibler la voie du AR chez 
les hommes atteints de CRPC. L’acétate d’abiratérone inhibe l’enzyme 17α-hydroxylase/C17-20-
lyase (CYP17), qui possède les deux activités enzymatiques, permettant d’une part le blocage de la 
biosynthèse des androgènes testiculaires et surrénaliens, et d’autre part un blocage de la biosynthèse 
des androgènes par la cellule tumorale qui exprime cette enzyme [74]. L’abiratérone agit donc sur la 
composante intra et extra-tumorale de la synthèse des androgènes. Récemment, l’abiratérone a montré 
son efficacité chez les patients atteints de CRPC [75], conduisant à son approbation par la FDA (Food 
and Drug Administration). D’autres hormonothérapies de nouvelle génération ont été développées 
comme l’enzalutamide (MDV3100) et l’ortéronel (TAK-700). Leur mécanisme d’action et leur 
efficacité clinique seront détaillés dans le Chapitre 3. 





5.3.2. Thérapies ciblant les métastases osseuses 
 
Les complications associées à l’apparition des métastases osseuses diminuent la qualité de vie 
et menacent la survie des patients avec une médiane de survie globale d’environ 1,5 à 2 ans. C’est 
pourquoi plusieurs thérapies ont été développées pour cibler spécifiquement les métastases osseuses. 
Le radium 223 est un isotope utilisé en radiothérapie. Due à sa structure chimique proche de 
celle du calcium, le radium est absorbé par les métastases osseuses et induit leur destruction par 
émission de radiations α. Les radiations α ont un faible taux de pénétration (environ 2 à 6 cellules) 
permettant de sauvegarder les tissus sains environnants [76]. L’efficacité du Radium 223 a été évaluée 
lors d’un essai clinique de phase III chez les patients métastatiques. Les auteurs ont montré que le 
radium 223 entraine une augmentation de la survie globale des patients [77], menant à son approbation 
par la FDA dans les cas de CRPC présentant des métastases osseuses.  
Le denosumab est un anticorps monoclonal dirigé contre RANKL utilisé dans les maladies 
dégénératives de l’os comme l’ostéoporose et les tumeurs osseuses non opérables. L’efficacité du 
denosumab a été étudiée dans le traitement des métastases osseuses de CaP dans une étude de phase 
III. Chez les patients CRPC non métastatiques, le denosumab retarde l’apparition des métastases 
osseuses et diminue les douleurs associées, sans toutefois augmenter la survie globale [78]. Cette étude 
a permis l’approbation du denosumab par la FDA pour le traitement des CRPC non métastatiques. 
5.3.2. Immunothérapies dirigées contre les cellules de prostate 
 
Les immunothérapies anticancéreuses sont des approches visant à traiter le cancer en activant 
la réponse immunitaire contre les cellules malignes. La preuve de ce concept a été apportée par Small 
et al. En effet, les auteurs ont montré que l’injection sous-cutanée de GM-CSF (granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor), un facteur stimulant la réponse immunitaire, permettait une 
diminution du volume tumoral chez les patients CRPC [79]. Le CaP est une cible idéale pour ces 
stratégies du fait que les cellules tumorales expriment plusieurs antigènes spécifiques comme le PSA 
ou la PAP.  
Cette notion a mené au développement du Sipuleucel-t, un vaccin anti-tumoral utilisant la 
capacité de présentation des antigènes des cellules dendritiques. Les cellules dendritiques sont 
obtenues chez le patient par leucaphérèse. Elles sont ensuite transformées ex vivo pour produire une 
protéine de fusion constituée de PAP et du GM-CSF. Les cellules sont ensuite réinjectées aux patients, 
déclenchant une réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales exprimant le PAP. 
L’efficacité du Sipuleucel-t a été évaluée dans un essai de phase III chez les patients atteints de CRPC 
métastatique. L’utilisation du vaccin entraine un bénéfice de survie globale chez les patients, sans effet 
sur la survie sans progression [80]. Cette étude a conduit à l’approbation de cette thérapie par la FDA 





et l’agence européenne du médicament, qui conseille son utilisation chez les patients métastatiques 
peu symptomatiques ou asymptomatiques chez lesquels la chimiothérapie n’est pas indiquée. 
Cependant, du fait de son coût, ce traitement n’est pas prescrit en Europe.  
 
Suite au succès du Sipuleucel-t, un autre vaccin anti-tumoral a été développé, le PROSTVAC-
VF, utilisant le même principe mais dont la cible est le PSA. Un essai clinique de phase II a montré 
que la thérapie est bien tolérée par les patients et une augmentation de la survie globale a été observée 
[81].  
 
5.3.3. Les taxanes dans le traitement des CRPC métastatiques 
 
La majorité des tumeurs de la prostate est caractérisée par une croissance lente, même au stade 
métastasique, les rendant peu sensibles aux drogues ciblant la réplication de l’ADN [82]. En effet, les 
agents chimiothérapeutiques tels que les anthracyclines, les agents alkylants, les antimétabolites, les 
sels de platine et les inhibiteurs de topoisomérases n’ont pas montré d’efficacité significative lors de 
nombreux essais cliniques de phase II [83]. Seule l’association entre une chimiothérapie par 
mitoxantrone et la prednisone (un corticostéroïde anti-inflammatoire) a montré un effet palliatif élevé 
chez les patients mais aucun effet sur la survie globale [84]. Ces résultats ont mis en avant la nécessité 
d’utiliser de nouvelles classes d’agents thérapeutiques pour soigner le CRPC.  
5.3.3.1. Les taxanes 
5.3.3.1.1. Le paclitaxel 
 
Identifié en 1971, le paclitaxel, extrait de l’écorce d’if (Taxus brevifolia) a été décrit comme 
un agent anti-leucémique [85]. Le traitement au paclitaxel de xénogreffes issues de tumeurs de patients 
(PDX) a démontré le potentiel anti-tumoral certain de cette drogue sur les métastases et tumeurs 
primaires de multiples cancers solides [86]. La paclitaxel a été approuvé par la FDA comme 
chimiothérapie anticancéreuse de référence dans le cancer de l’ovaire avancé [87]. Cependant, 
l’évaluation de l’efficacité du paclitaxel dans le traitement du CRPC n’a montré qu’un effet modeste 
en phase II [88], [89]. Suite à ces résultats aucune phase III n’a été réalisée, n’offrant aucune 
alternative thérapeutique à la mitoxantrone dans le traitement des patients CRPC. La recherche de 
nouvelles voies de synthèse du paclitaxel a mené à la découverte d’un analogue prometteur, le 
docetaxel.  
5.3.3.1.2. Le docetaxel 
 
Le docetaxel a été synthétisé en 1986 à partir d’un précurseur extrait des aiguilles d'if d'Europe 
(Taxus baccata), le 10-deacetyl-baccatine III. Le docetaxel montre une efficacité anti-tumorale 2,5 fois 





plus importante que le paclitaxel sur des lignées cellulaires murines de macrophage et de leucémie 
[90]. De manière intéressante, les données in vitro montrent qu’il n’existe pas de résistance croisée 
entre le docetaxel et le paclitaxel [90], ni avec le cisplatine [91]. L’activité anti-tumorale du docetaxel 
est supérieure à celle de la doxorubicine, du cisplatine et du paclitaxel dans des xénogreffes de cancer 
du sein [92]. En 2004, deux essais cliniques de phase III ont montré un bénéfice de survie globale chez 
les patients CRPC traités au docetaxel (18,9 mois contre 16,5 pour la première étude [93], 17,5 mois 
contre 15,6 dans la deuxième [94]). Il s’agit du premier traitement efficace dans le traitement du 
CRPC, amenant l’autorisation rapide de sa commercialisation en Mai 2004 aux Etats-Unis et en Aout 
2004 en Europe.   
5.3.3.1.3. Cabazitaxel 
 
Le cabazitaxel est un autre dérivé hémi-synthétique développé à partir du 10-deacetyl-
baccatine III. Récemment, le cabazitaxel a montré un effet cytotoxique important sur des xénogreffes 
issues de multiples lignées cellulaires (dont les DU145). De manière intéressante, le cabazitaxel s’est 
montré efficace dans le traitement de xénogreffes de lignées résistantes au docetaxel [95]. Son 
efficacité sur des lignées résistantes au docetaxel serait due à une rétention intracellulaire plus 
importante et une meilleure pénétration de la drogue au niveau de la membrane cellulaire [96]. 
Comme pour le docetaxel, le cabazitaxel a montré une efficacité supérieure à la mitoxantrone dans le 
traitement des patients atteints de CRPC [97]. Il est actuellement comparé au docetaxel dans l’essai de 
phase III FIRSTANA et pourrait remplacer le docetaxel en première ligne. 
 
5.3.3.2. Mécanisme d’action des taxanes 
 
L’étude du mécanisme d’action du paclitaxel a permis de découvrir son effet stabilisateur de 
microtubule et inhibiteur de la migration cellulaire [98]. Les microtubules sont des composants du 
cytosquelette. Ils affectent un grand nombre de fonctions cellulaires vitales et déterminent la forme de 
la cellule. Ils constituent le squelette des cils primaires, des flagelles et jouent un rôle important dans 
le guidage et le transport de matériaux intracellulaires, la sécrétion d’hormones, le transport de 
granules et l’accrochage de récepteurs à la membrane. Ils ont une fonction capitale dans la formation 
du fuseau mitotique permettant les mouvements des chromosomes lors de la mitose vers les deux 
pôles avant la division cellulaire [99]. Ces propriétés font des microtubules une cible thérapeutique 
pertinente dans le traitement des cancers. 
5.3.3.2.1. Action des taxanes sur la polymérisation des microtubules 
 
Le paclitaxel, le docetaxel et le cabazitaxel partagent le même site de liaison au niveau de la 
tubuline β (acide aminé 217 à 233). Le site de liaison des taxanes est situé dans une région 





hydrophobe, la liaison est assurée par des liaisons hydrogènes et des contacts hydrophobes avec les 
hélices H1, H6 et H7 [100]. Alors que le site de liaison du paclitaxel est connu depuis les années 1990, 
le mécanisme moléculaire leur permettant de stabiliser les microtubules reste peu connu. Un modèle a 
été proposé pour expliquer la dynamique d’assemblage des microtubules. La tubuline pourrait se 
trouver dans deux conformations distinctes, droites et stables quand elle est liée au GTP, courbe et 
flexible après hydrolyse du GTP en GDP + Pi. Ce changement conformationnel serait responsable des 
propriétés d’assemblage/désassemblage de la tubuline [101]. Après liaison des taxanes, la tubuline β 
est bloquée en conformation droite, et ce même après l’hydrolyse du GTP, ce qui inhibe la 
dépolymérisation des microtubules (figure 6) [102]. L’instabilité dynamique est une caractéristique 
essentielle des microtubules. La perturbation de ce mécanisme conduit au blocage de la cellule en 
phase G2/M [103]. L’arrêt de la mitose en résultant déclenche le checkpoint du fuseau mitotique, ce 
qui entraine une chaine d’évènements moléculaires menant à l’apoptose [104]. 
 
Figure 6 : Action des taxanes sur la dynamique des microtubules. Adapté de Cheeseman 2008 [105] et Alushin 2014 [106]. 
 
5.3.3.2.2. Bcl-2, une protéine centrale de l’apoptose induite par le docetaxel 
 
La mort cellulaire induite par les agents cytotoxiques est le plus souvent de type apoptotique, 
aussi bien dans les cellules tumorales que dans les cellules normales [107]. Plusieurs études ont 
montré que la voie d’apoptose privilégiée en réponse au traitement par chimiothérapie est la voie 
intrinsèque. L’élément central de la voie intrinsèque de l’apoptose est la mitochondrie. Bcl-2 est une 
protéine anti-apoptotique appartenant à une large famille de régulateurs de l’apoptose. La protéine 
Bcl-2, localisée au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, inhibe l'homodimérisation des 
protéines pro-apoptotiques Bax empêchant la libération du cytochrome c et l’activation de la cascade 
des caspases (figure 7).  
 





Bcl-2 est considéré comme le gardien de l’intégrité des microtubules. Sa phosphorylation 
spécifique au niveau de la sérine S70 est un point de contrôle de la mitose. Les drogues antimitotiques 
induisent l’inactivation de Bcl-2 par phosphorylation. Il a été montré que les taxanes induisent la 
phosphorylation de Bcl-2 au niveau de la serine S70, S87 et la thréonine T69 ce qui provoque un arrêt 
mitotique, puis la mort par la voie intrinsèque de l’apoptose [108]. De manière intéressante, le 
docetaxel est 10 à 100 fois plus puissant que le paclitaxel pour induire la phosphorylation de Bcl-2 
dans des modèles cellulaires de cancer du sein et de prostate [109]. Ces données suggèrent que 
l’efficacité supérieure du docetaxel serait due à une meilleure induction de l’apoptose. 
 
Figure 7 : Activation de la voie intrinsèque de l'apoptose par les taxanes. Source: Dr Philip Dash, Université de Reading. 
 
 
Le docetaxel est la première thérapie ayant montré un bénéfice de survie dans le traitement 
des CRPC. Cependant, une proportion significative des patients ne répond pas au traitement et 
développe une résistance à la chimiothérapie. Les mécanismes impliqués dans l’acquisition de la 
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Mécanismes de résistance aux taxanes 
dans le cancer de la prostate 
 
 
Les dispositifs mis en jeu dans la résistance aux taxanes sont complexes et variés. Ils 
impliquent des mécanismes généraux communs à la résistance aux autres chimiothérapies, des 
mécanismes spécifiques liés à l’action des taxanes sur les microtubules ainsi que  l’activation des 
voies de survie cellulaire. 
 
1. Mécanismes généraux de la résistance aux chimiothérapies 
 
1.1. Rôle du microenvironnement tumoral 
 
Le microenvironnement tumoral est l’environnement cellulaire dans lequel la tumeur existe, il 
inclut le système vasculaire entourant la tumeur, les cellules immunitaires, les fibroblastes, les 
cytokines, le stroma et l’ECM. La perturbation de ces éléments lors de la progression tumorale peut 
induire une perte d’efficacité de la chimiothérapie (figure 8). 
1.1.1. Défaut de distribution de la drogue 
 
Le défaut de distribution de la drogue au site tumoral constitue l’un des mécanismes connus 
de résistance à la chimiothérapie [110]. Les drogues anticancéreuses atteignent les tumeurs solides via 
le flux sanguin et traversent l’ECM pour agir sur les cellules cancéreuses. Cependant, les vaisseaux 
sanguins intra-tumoraux sont désorganisés et dysfonctionnels. Ces anomalies perturbent la 
distribution des drogues anticancéreuses, incluant les taxanes, au site tumoral où elles doivent 
pénétrer profondément pour agir [111]. La distribution des drogues au site tumoral peut aussi être 
entravée par l’augmentation de la pression des fluides interstitiels causée par des fuites au niveau du 
système vasculaire, ainsi qu’au drainage lymphatique défectueux [112]. Enfin, la composition 
protéique de l’ECM, les interactions cellules-cellules et l’architecture tumorale peuvent affecter la 
pénétration de la drogue. Les tumeurs qui possèdent un réseau de collagène richement interconnecté 





montrent un faible taux de pénétration des drogues à haut poids moléculaire, comparé aux tumeurs 
présentant un réseau de collagène désorganisé [113].  
1.1.2. Hypoxie 
 
La désorganisation du système vasculaire tumoral induit des défauts d’acheminement des 
nutriments et d’oxygène donnant naissance à des zones hypoxiques dans la tumeur [114]. Les cellules 
les plus éloignées du flux sanguin reçoivent moins de nutriment et par conséquent prolifèrent moins 
rapidement. La faible prolifération de ces cellules les rend moins sensibles aux drogues ciblant le 
cycle cellulaire. De plus, les zones hypoxiques permettent la sélection de phénotypes malins plus 
agressifs [115]. Par exemple, il a été montré que le facteur de transcription HIF1α (Hypoxy Induced 
Factor 1α), induit par l’hypoxie, régule l’expression de gènes impliqués dans la survie cellulaire, la 
résistance aux traitements et déclenche le processus métastatique des lignées cellulaires PC3 [116]. 
Enfin, il a été montré que l’association du docetaxel et du TH-302, une prodrogue activée par 
l’hypoxie, dans des xénogreffes de cellules PC3 augmente la sensibilité des tumeurs à la 
chimiothérapie [117]. Ces résultats démontrent l’importance de l’hypoxie dans la réponse à la 
chimiothérapie par docetaxel. 
1.1.3. Intégrines et adhésions cellulaires 
 
Les intégrines sont des protéines transmembranaires essentielles pour les interactions 
intercellulaires et pour les interactions avec l’ECM. L’interaction des intégrines avec l’ECM entraine 
une réponse cellulaire dépendante de la composition protéique de la matrice. En effet, les intégrines 
sont constituées de deux sous-unités, les chaines α et β. La composition des hétérodimères d’intégrine 
procure la spécificité de liaison avec les divers composants de l’ECM. Par exemple, les intégrines 
α1β1 et α2β1 interagissent avec le collagène et les intégrines contenant une sous-unité αV sont 
activées par la fibronectine [118]. 
 
L’implication des intégrines dans la résistance aux drogues a été observée dans une grande 
variété de cancers [119]. Dans le cas particulier de la résistance aux taxanes, Weaver et al. ont 
démontré que la culture de cellules de cancer du sein en présence de membrane basale reconstituée 
entrainait la formation d’acini résistants au paclitaxel [120]. Dans ce cas, la formation des acini est 
dépendante de l’activation de l’intégrine β4 par la membrane basale. De même, il a été montré que 
l’inhibition de l’expression de l’intégrine β1 dans une lignée de carcinome œsophagien résistant au 
docetaxel restaure sa sensibilité à la drogue [121]. Dans les cellules DU145, l’interaction des cellules 
avec la fibronectine active une voie de signalisation de survie qui protège les cellules tumorales de 
l’apoptose induite par le docetaxel [122]. Cet effet sur la survie est dépendant de la formation d’un 
complexe entre l’intégrine β1 et IGF-1R (Insulin Growth Factor Receptor). 





1.1.4. Cytokines inflammatoires et microenvironnement 
 
Les cellules PC3 et DU145 expriment constitutivement plusieurs cytokines pro inflammatoires 
tels que l’interleukine 6 (IL-6) et le GM-CSF [123]. La production autocrine d’IL-6 est impliquée dans 
plusieurs aspects de la progression tumorale, notamment le processus de résistance à la castration 
[124]. Cependant, il a été montré que  l’IL-6 est également secrétée par les cellules du stroma tumoral 
dans le cancer gastrique [125]. Dans le CaP, la stimulation des cellules PC3 par de l’IL-6 exogène 
confère aux cellules une résistance à l’apoptose induite par divers agents cytotoxiques [126]. Le rôle 
de l’IL-6 dans la réponse au docetaxel a été récemment étudié chez les patients atteints de CRPC 
[127]. Les auteurs ont montré qu’une forte expression d’IL-6 dans les tumeurs avant traitement au 
docetaxel est un marqueur de mauvais pronostique de survie globale.  
MIC1 (Macrophage Inhibitory Cytokine 1) est un membre de la superfamille des cytokines 
TGFβ (Transforming Growth Factor β). MIC1 est un facteur exprimé par les macrophages du 
microenvironnement qui possède une activité anti-tumorale en agissant sur l’arrêt du cycle cellulaire, 
l’apoptose et l’angiogénèse. L’exposition de cellules PC3 avec une protéine MIC1 recombinante 
augmente leur résistance au docetaxel [128]. De plus, il a été montré que des cellules PC3 résistantes 
au docetaxel possèdent une forte expression autocrine de MIC1. L’inhibition de l’expression de MIC1 
est suffisante pour restaurer la sensibilité de ces cellules au docetaxel. Chez les patients, de forts 
niveaux d’expression de MIC1 ont été mesurés dans des métastases de CaP, de cancer du colon et du 
sein [129]. 
La sécrétion de cytokines par les cellules de CaP peut aussi influer sur les cellules 
environnantes et conférer une résistance au docetaxel. Le chemokine ligand-2 (CCL2) est un facteur 
soluble qui agit comme un modulateur de la croissance des métastases osseuses du CaP, en stimulant 
l’activité des ostéoclastes [130]. La sécrétion de CCL2 peut être induite par la chimiothérapie et peut 
protéger les cellules de CaP de la cytotoxicité du docetaxel en activant la Pi3K/Akt[131]. 
 
Figure 8 : Implication du microenvironnement dans la résistance au docetaxel. 





1.2. Expression de pompes d’efflux des drogues 
 
L’un des mécanismes de résistance aux drogues largement décrit et bien connu est le 
phénomène de résistance multiple aux drogues (MDR), qui fait intervenir des transporteurs capables 
d’agir comme des pompes d’efflux pour réduire la concentration intra-cytoplasmique des agents 
thérapeutiques. Ces pompes sont impliquées dans la résistance à des agents chimiothérapeutiques très 
différents. Les transporteurs MDR sont des protéines membranaires appartenant à la famille des 
transporteurs à cassette de liaison à l’ATP (ABC). Les transporteurs ABC sont membres d’une 
superfamille de protéines comprenant 49 transporteurs, divisés en 8 familles. Les membres les plus 
connus sont la P-glycoprotéine (P-gp), encodée par le gène ABCB1, la MDR protéine 1 (MRP1) 
encodé par le gène ABCC1, et la Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) encodée par ABCG2. 
L’efficacité du docetaxel est limitée par la forte affinité de ce dernier pour la P-gp. Il a été 
montré in vitro que les cellules cancéreuses qui surexpriment la P-gp deviennent résistantes au 
docetaxel et au paclitaxel [132]. De plus, les cellules traitées par le docetaxel ou le paclitaxel sont 
capables de surexprimer la P-gp, ce qui leur permet de devenir résistantes à ces drogues[133]. Au 
niveau clinique, la P-gp est peu exprimée dans la prostate normale [134], mais fortement exprimée 
dans les épithéliums tumoraux et associée avec le grade tumoral [135], montrant l’importance de 
l’expression de la P-gp dans la progression tumorale et la résistance au traitement.  
MRP1 et BCRP sont également associées avec le phénotype MDR dans les lignées 
cancéreuses de prostate. En effet, l’expression ectopique de MRP1 est associée à l’induction d’un 
phénotype MDR dans les cellules DU145 et PC3 [136]. De même, la surexpression de BCRP dans les 
lignées LNCaP et CWR-RI augmente la résistance des cellules au docetaxel [137]. Chez les patients, 
l’expression de MRP1 corrèle avec le stade tumoral du CaP [135]. L’inhibition des pompes d’efflux 
constitue donc une approche thérapeutique possible pour le traitement des CRPC résistant à la 
chimiothérapie. 
 
1.3. Hétérogénéité tumorale et cellules souches cancéreuses 
 
Pendant de nombreuses années, les tumeurs ont été considérées comme une entité homogène 
contenant des cellules relativement identiques. A partir des années 1960, cette théorie a commencé à 
être réfutée, lorsque plusieurs études ont montré qu’une tumeur était constituée de cellules hétérogènes 
ayant des capacités différentes de prolifération, de tumorigénèse et de dissémination [138]. In vitro, 
Park et al. ont montré que seule une faible proportion de cellules leucémiques était capable de former 
des colonies [139]. Ils proposèrent l’hypothèse selon laquelle ces cellules cancéreuses sont originaires 
d’une sous-population de cellules ayant un potentiel prolifératif illimité, appelées cellules souches 
cancéreuses (CSC). Dans le CaP, les CSC représentent 0.1% des cellules tumorales. Elles sont 





caractérisées par l’expression des marqueurs de surface CD44, CD133, et l’intégrine α2β1. Il a été 
proposé que ces cellules, qui ont la capacité de s’auto-renouveler et de se différencier, sont 
responsables de la résistance aux traitements, ou de phénomènes de récidive après traitement [140]. 
Dans ce sens, il a été montré qu’OCT4, un facteur de transcription critique pour le maintien de la 
pluripotence des cellules souches embryonnaires, est surexprimé dans les cellules CWR-R1 résistantes 
au docetaxel [141]. De plus, le traitement par docetaxel dans les lignées PC3 et DU145 augmente la 
proportion de cellules exprimant CD133 et CD44 [142]. Cette population cellulaire est associée à la 
résistance au docetaxel et à d’autres drogues [143]. En effet, l’inhibition de l’expression de TR4, un 
récepteur nucléaire impliqué dans la différenciation des cellules souches, dans les cellules C4-2 
exprimant CD133 augmente leur sensibilité au docetaxel [144]. Enfin, BCRP est exprimé dans les 
CSC. Etant donné le rôle de BCRP dans le phénotype de MDR, il a été proposé que l’expression de 
BCRP pourrait être responsable de la chimiorésistance relative des cellules souches [73]. 
 
Le concept de l’implication des CSC dans la rechute après thérapie anti-tumorale est de plus 
en plus accepté par la communauté scientifique. Le ciblage des CSC représente donc un axe 
















2. Mécanismes de résistance liés aux microtubules 
 
La liaison des taxanes à la tubuline β augmente la stabilité des microtubules et empêche leur 
dépolymérisation. Cependant, les cellules tumorales développent des stratégies permettant le maintien 
de la dynamique des microtubules, essentielle au bon fonctionnement cellulaire. 
 
2.1. Mutations de la tubuline β 
 
Les mutations de la tubuline β modifient la dynamique et la stabilité des microtubules ainsi 
que les sites de liaison des taxanes [145]. Historiquement, les premières mutations conférant une 
résistance au paclitaxel ont été découvertes au niveau du site de liaison du GTP. Ces mutations 
touchent la phénylalanine 270 (F270V) et l’Alanine 364 (A364T) [146]. Hara et al. ont montré que la 
mutation de la phénylalanine 270 (F270I) de la tubuline β est aussi associée à la résistance au 
docetaxel dans une lignée de CaP dérivée des LNCaP résistante au docetaxel [147]. Un cluster de 
mutations affectant 3 leucines (L215, L217 et L228) a également été identifié en analysant des lignées 
de cancer de l’ovaire résistantes au paclitaxel [148]. Ces mutations sont proches du site de liaison des 
taxanes et sont responsables de l’acquisition de la résistance au paclitaxel [149]. L’utilisation de 
modèles cellulaires résistants aux épothilones, des molécules cytotoxiques dont le mécanisme d’action 
et le site de liaison à la tubuline β sont identiques aux taxanes, ont permis d’identifier 3 nouveaux sites 
de mutation T274I, R282Q et Q292E [150]. Dans une étude portant sur 49 patients atteints d’un cancer 
du poumon non à petites cellules (NSCLC), les 19 patients présentant une mutation de la tubuline β 
n’ont pas répondu au traitement par paclitaxel [151]. A ce jour, aucune étude n’a rapporté cette 
mutation dans les tumeurs du CaP. 
 
2.2. Expression des isotypes de la tubuline β 
 
Il existe chez l’homme, sept isotypes de tubuline β (I, II, III, IVa, IVb, V, VI and VII) avec 
une distribution variable suivant les tissus. In vitro, l’expression de la tubuline βIII est associée à la 
résistance au paclitaxel dans diverses lignées cancéreuses humaines (prostate, poumon, ovaire et sein) 
[152]. Les microtubules composés uniquement de tubuline βIII présentent un plus grand dynamisme 
et ont un taux d'échange des dimères de tubuline avec les extrémités des microtubules plus élevé 
[153]. C’est pourquoi des concentrations plus élevées de paclitaxel sont nécessaires pour stabiliser les 
microtubules formés de tubuline βIII [154]. Ces résultats ont permis de suggérer que le potentiel anti-
tumoral du docetaxel pourrait être affecté par l’expression de tubuline βIII.  
Une étude réalisée sur 28 biopsies de CaP localement avancé a montré que l’expression de la 
tubuline βIII augmente après traitement par docetaxel [155]. Cependant, bien que l’expression de la 





tubuline βIII soit corrélée avec le score de Gleason et le mauvais pronostic, aucune association entre 
la tubuline βIII et la résistance aux taxanes n’a été démontrée [156]. Récemment, la méta-analyse de 
Karki et al. basée sur l’étude de plusieurs types cancers traités par les taxanes, a démontré qu’il 
n’existait pas de corrélation entre l’expression de la tubuline βIII et la réponse aux taxanes [157].  
Finalement, bien que plusieurs travaux suggèrent que l’expression de la tubuline βIII soit 
impliquée dans la résistance aux taxanes in vitro, elle ne semble pas associée à la résistance chez les 
patients. Dans ce sens, l’ensemble des lignées résistantes au docetaxel établies au laboratoire ne 
présentent pas de surexpression de la tubuline βIII, suggérant également que ce mécanisme n’est pas 
essentiel à l’acquisition de la résistance. 
 
2.3. Implication des protéines associées aux microtubules 
 
Différents effecteurs permettent de contrôler le comportement de la dynamique des 
microtubules, notamment les protéines stabilisatrices MAP (microtubule associated protein) telles que 
MAP1 et MAP2 [158], MAP/tau et MAP4. Les protéines déstabilisatrices comme MCAK 
(Mammalian Centrosome-associated Kinesin) [159] et la Stathmine influent également sur cette 
dynamique. 
La protéine MAPT/tau est capable de se lier au site de liaison du paclitaxel [160], entrainant 
une diminution de l’efficacité de la drogue sur la stabilisation des microtubules. Il a été montré qu’une 
faible expression de MAP/Tau est associée à une meilleure réponse au paclitaxel chez les patientes 
atteintes de cancer du sein [161]. L’activité de MAP4 est contrôlée par la phosphorylation. Il a été 
montré dans les cellules de cancer de l’ovaire que le traitement au paclitaxel entraine la 
phosphorylation de MAP4, menant à la perte de liaison à la tubuline [162]. De plus, des fibroblastes 
murins résistants au docetaxel ne présentent pas de phosphorylation de MAP4 en réponse au 
traitement [163]. 
La Stathmine déstabilise les microtubules pendant l’interphase et la mitose. Plusieurs protéines 
kinases comme la Cdk1 et la famille des kinases PAK (p21-associated kinases) sont capables de 
phosphoryler la Stathmine pour empêcher sa liaison aux tubulines. L’inhibition de la Stathmine dans 
la lignée LNCaP réduit la prolifération et la clonogénicité des cellules suite à un traitement au 
paclitaxel [164]. Un taux élevé de Stathmine dans les lignées de CaP a été corrélé avec une 
augmentation de leur capacité proliférative et l’apparition d’un phénotype plus agressif. L’expression 
de la Stathmine a été proposée comme marqueur de pronostic dans le CaP, et semble être une cible 
thérapeutique potentielle [165]. 
 





3. Echappement aux checkpoints du cycle cellulaire 
 
En inhibant la dynamique des microtubules, les taxanes provoquent un mésalignement des 
chromosomes lors de la mitose, ce qui provoque l’activation du checkpoint mitotique, un arrêt du 
cycle cellulaire puis l’apoptose. L’Aurora kinase A (AURKA) est une serine/thréonine kinase qui joue 
un rôle clé dans l’initiation de la mitose via l’activation du checkpoint mitotique [166]. Dans les 
cellules de CaP, l’inhibition d’AURKA entraine une diminution de la prolifération cellulaire et une 
sensibilisation au docetaxel. Dans les cellules DU145, il a récemment été montré que l’inhibition 
d’AURKA induit une sensibilité au docetaxel [167]. In vivo, les xénogreffes issues des cellules 
déficientes en AURKA ont une sensibilité accrue au docetaxel [168]. AURKA pourrait donc être une 
cible intéressante dans le traitement du CRPC résistant au docetaxel, cependant aucun essai clinique 
évaluant l’inhibition d’AURKA chez les patients chimiorésistants n’est en cours. Seul l’alisertib, un 
inhibiteur d’AURKA, est actuellement en cours d’évaluation clinique dans le traitement des CRPC 
naïfs au docetaxel (NCT01799278).    
Il a été montré au laboratoire que le contrôle du checkpoint mitotique par LZTS1 intervient 
dans le mécanisme de résistance au docetaxel des cellules de CaP. En début de mitose et jusqu’à la fin 
de la transition métaphase-anaphase, LZTS1 se lie à la phosphatase CDC25C pour empêcher sa 
dégradation. En l’absence de LZTS1, la dégradation précoce de CDC25C déclenche l’activation du 
MPF et une transition métaphase-anaphase prématurée. Les cellules IGR-CaP1 résistantes au 
docetaxel perdent l’expression de LZTS1 et l’inhibition de son expression dans les lignées sensibles 
augmente leur résistance à la chimiothérapie [133]. En l’absence de LZTS1, le ciblage 
pharmacologique de CDC25C ou des kinases mitotiques CHK1 et PLK1 permet de contourner la 
résistance et provoque la mort des cellules résistantes. Ces travaux sont cohérents avec les travaux 
portant sur un modèle de xénogreffe de cancer du colon, qui ont montré in vivo que le co-traitement de 









4. Détournement de la machinerie apoptotique et activation des voies de 
survie 
 
4.1. Altération de la réponse apoptotique intrinsèque induite par les taxanes 
 
 
Figure 10 : Mécanismes de résistance aux taxanes liés à l'induction de l'apoptose intrinsèque. 
 
4.1.1. Les membres de la famille Bcl-2 
 
La famille Bcl-2 comprend des protéines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques qui ont été 
impliquées dans la résistance à la chimiothérapie par docetaxel. La surexpression in vitro de Bcl-xL, 
un membre de la famille anti-apoptotique (figure 10), entraine une résistance aux taxanes dans les 
cellules PC3 alors que son inhibition augmente la sensibilité aux drogues [170]. Dans ce sens, de fort 
niveaux d’expression de Bcl-xL sont retouvées en IHC dans les biopsies de patients CRPC [171]. De 
même, une forte expression de la protéine anti-apoptotique Mcl1 est retrouvée dans les tumeurs de 
CaP avancées et les métastases osseuses [172]. 
 
Inversement, l’expression de protéines pro-apoptotiques augmente la sensibilité de certaines 
lignées cellulaires à l'apoptose induite par les taxanes. Des mutations de la protéine pro-apoptotique 
Bax ont été identifiées dans 20 % des lignées de cellules leucémiques et de carcinomes coliques. Ces 
mutations, en entraînant une perte de fonction de la protéine, pourraient constituer un marqueur de 
chimiorésistance [173]. De même, l’inhibition de la protéine pro-apoptotique Bim diminue la 
sensibilité au paclitaxel des cellules de CaP [174]. Récemment, les travaux de Savry et al.ont 





démontré dans les cellules de cancer de poumon, de sein et de neuroblastome que la surexpression de 
Bcl-2 était responsable de la sensibilité aux agents ciblant les microtubules. Les auteurs expliquent ce 
résultats, paradoxal au vu de la fonction anti-apoptotique de Bcl-2, par le fait que la surexpression de 
Bcl-2 entraine la surexpression de la protéine Bim et donc l’apoptose [175]. Ces résultats corrèlent 
avec les données obtenues chez les patients, puisqu’il a été montré qu’une importante expression de 
Bcl-2 chez les patients CRPC prédisait une meilleure survie globale [176]. 
4.1.2. Les protéines inhibitrices de l’apoptose 
 
Les protéines inhibitrices de l’apoptose (IAP) forment une famille de 5 protéines qui régulent 
la survie de la cellule [177]. Elles inhibent la cascade des caspases de l’apoptose mitochondriale en se 
liant directement au cytochrome c et aux caspases (figure 10) [178]. Elles agissent en réponse à une 
large variété de signaux d’apoptose incluant le traitement par les chimiothérapies. Les IAP ont aussi 
un rôle dans la progression du cycle cellulaire. XIAP et la survivine sont les IAP les plus étudiées dans 
la carcinogénèse et la chimiorésistance. La surexpression de XIAP in vitro induit une résistance au 
paclitaxel par inhibition du clivage de la pro-caspase 3 [179]. De même, l’inhibition de la survivine 
dans les lignées LNCaP et C4-2 augmente leur sensitivité au docetaxel [180]. Ces données ont été 
confirmées in vivo puisque l’inhibition de l’expression de la survivine entraine une régression 
tumorale et augmente la réponse au docetaxel de xénogreffes PC3 et PPC-1 [181]. 
4.1.3. Les protéines chaperones : la clusterine et les HSP 
 
La clusterine est une glycoprotéine anti-apoptotique exprimée de manière ubiquitaire dans les 
tissus humains. La clusterine est capable d’inhiber l’apoptose en se liant à une variété de molécules 
pro-apoptotiques de la voie d’apoptose mitochondriale (comme Bax) qui sont normalement activées 
suite aux traitements par chimiothérapie [182]. Dans les cellules DU145 résistantes au docetaxel, 
l’inhibition de la clusterine augmente la sensibilité des cellules à la chimiothérapie. In vivo, les 
xénogreffes de cellules LNCaP qui surexpriment la clusterine répondent moins bien au paclitaxel. En 
clinique, l’expression de la clusterine est augmentée dans les échantillons de prostatectomie de 
patients ayant reçu une hormonothérapie ou une chimiothérapie néoadjuvante par docetaxel [183]. Ces 
résultats suggèrent que la clusterine pourrait être une cible thérapeutique prometteuse dans le 
traitement du CRPC résistant au docetaxel.     
 
Les protéines HSP sont des chaperones moléculaires qui stabilisent les protéines suite à un 
stress tel que le choc thermique, l’hypoxie ou les thérapies cytotoxiques, ce qui prévient la mort 
cellulaire. Les HSP sont classées suivant leur poids moléculaire. HSP27 est capable de séquestrer le 
cytochrome c et la caspase 3, empêchant la cascade des caspases induite par l’apoptose intrinsèque 
(figure 10). Dans les cellules PC3 et les xénogreffes, l’inhibition de HSP27 augmente 





significativement l’apoptose induite par le paclitaxel [184]. Au niveau clinique, de forts niveaux 
d’expression de HSP27 ont été retrouvés dans le CaP après traitement aux hormonothérapies [185]. 
HSP70 et 72 ont été également impliquées dans la résistance à la chimiothérapie dans les cellules PC3 
et DU145 [186], [187]. HSP90 prends en charge de nombreuses protéines, incluant des molécules de 
signalisation importantes en cancérologie (Akt, Raf1, Her2). Cette interaction bloque la dégradation 
des protéines par la voie du protéasome. Dans les tumeurs de CaP, HSP90 est surexprimée par rapport 
aux tissus sains et pourrait avoir un rôle dans la résistance aux thérapies anti-hormonales [188]. Ces 
résultats encourageants ont amorcé le développement d’inhibiteurs de HSP utilisables en clinique. 
Leur efficacité dans le traitement du CRPC métastatique réfractaire au docetaxel sera traitée dans le 
chapitre suivant. 
 
4.2. Détournement des voies de signalisation de survie 
 
Les voies de signalisation associées à la survie cellulaire sont de façon générale activées lors 
de la tumorigénèse. Plusieurs travaux ont montré que ces voies sont, de plus, impliquées dans la 
résistance aux taxanes.  
 
4.2.1. Activation des récepteurs des facteurs de croissance 
 
Les facteurs de croissance se lient à des récepteurs à activité tyrosine kinase et entrainent la 
transduction de signaux de survie, de prolifération ou de différentiation cellulaires en activant des 
voies de signalisation spécifiques. De nombreux travaux ont montré dans les cellules de CaP que les 
thérapies ciblant les récepteurs aux facteurs de croissance augmentaient la sensibilité aux taxanes et à 
d’autres agents cytotoxiques. Par exemple, le trastuzumab, un anticorps anti-HER2, augmente la 
sensibilité au paclitaxel de xénogreffes LNCaP et CWR22 [189]. Le gefitinib, un inhibiteur de l’EGFR 
(epidermal growth factor receptor), augmente la cytotoxicité du paclitaxel et du docetaxel dans les 
xénogreffes de cellules PC3 [190]. L’inhibition de l’IGF-1R dans les cellules DU145 augmente leur 
sensibilité au paclitaxel et à la mitoxantrone [191]. L’utilisation de l’imatinib mésylate, un inhibiteur 
de tyrosine kinase capable d’inhiber l’autophosphorylation du PDGFR (platelet-derived growth factor 
receptor), entraine une sensibilisation au paclitaxel dans les modèles de métastase osseuses de CaP 
[192]. Enfin, il a été montré que l’utilisation d’un récepteur soluble synthétique du FGFR (fibroblast 
growth factor receptor), capable de piéger le FGF circulant, augmente la cytotoxicité du paclitaxel 
dans les cellules DU145 [193]. 
Ces approches, qui par ailleurs ont déjà fait leurs preuves en clinique dans le traitement 
d’autres cancers, ont montré des résultats prometteurs sur le traitement de cellules de CaP in vivo. Une 





autre approche a été envisagée ces dernières années, qui consiste à inactiver directement les voies de 
signalisation impliquées dans la survie cellulaire en aval de ces récepteurs.   
4.2.1.1. La voie de signalisation STAT 
 
Les protéines STAT (signal transducers and activators of transcription) constituent une famille 
de 7 facteurs de transcription qui se dimérisent et transloquent dans le noyau pour activer la 
transcription de leurs gènes cibles. En réponse au stress, ils sont activés et modulent l’expression de 
gènes pro et anti-apoptotiques [194]. Dans les lignées de CaP, STAT1 est associé à la résistance au 
docetaxel. En effet, STAT1 est surexprimé dans les cellules PC3 et DU145 résistantes au docetaxel et 
son inhibition par interférence ARN sensibilise ces cellules à la chimiothérapie. Il a été suggéré que ce 
mécanisme est lié à la clusterine puisque l’inhibition de STAT1 entraine une sous-expression de cette 
protéine [195]. De manière intéressante, la surexpression de STAT1 est également observée dans le 
modèle IGR-CaP1 résistant au docetaxel établis au laboratoire.  
4.2.1.2. La voie PI3K/Akt/mTOR 
 
La voie PI3K/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) est probablement l’une des voies de 
signalisation les plus perturbées dans le cancer. La PI3K est au carrefour d’un réseau complexe de 
voies de signalisation qui transduit le signal de multiples effecteurs tels que les facteurs de croissance 
(EGF, IGF…) ou d’autres récepteurs membranaires tels que c-Met (figure 11).  
 
Figure 11 : Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.Adapté de Leary 2013 [196] 





Il existe un « crosstalk » entre la voie PI3K/Akt/mTOR et la voie des MAP kinase (Mitogen-
activated protein) grâce à la capacité des protéines Ras et Src d’activer ces deux voies [197]. La PI3K 
est une kinase capable de phosphoryler le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). Celui-ci peut alors activer la kinase Akt qui va réguler 
un grand nombre de cibles et activer la prolifération et les voies de survie. De par son action 
régulatrice sur NF-κΒ (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), Akt peut 
promouvoir la transcription de gènes anti-apoptotiques tels que XIAP, Bcl-2 ou la survivine [198]. Akt 
est aussi capable de phosphoryler les protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire ce qui 
entraine la progression non contrôlée du cycle et la survie. L’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR 
peut être due à des mutations activatrices de PI3K, à des mutations ou à l’amplification des isoformes 
d’Akt, et elle est activée par la perte de PTEN. En effet, dans des conditions normales, PTEN régule 
négativement cette voie en déphosphorylant PIP3 en PIP2.  
 
De nombreuses études ont démontré le rôle de la voie PI3K/Akt/mTOR dans la résistance à la 
chimiothérapie. L’activation de la PI3K peut notamment promouvoir le développement de la 
chimiorésistance en activant la surexpression de MRP1 [199]. Récemment, il a été montré que 
l’utilisation du NVP-BEZ235 (un double inhibiteur de PI3K et de mTOR) en association avec le 
docetaxel permettait de sensibiliser des lignées de CaP C4-2  résistantes au docetaxel in vitro et in vivo 
[200].  
 
4.2.2. Rôle des kinases lipidiques dans la résistance aux taxanes 
 
L’étude du rôle de la PI3K dans la résistance au docetaxel a montré l’importance des kinases 
lipidiques dans les mécanismes de chimiorésistance. La Sphingosine kinase (SphK) est une kinase 
lipidique qui catalyse la formation de sphingosine-1-phosphate (S1P) à partir de la sphingosine. Il 
existe deux SphK, SphK1 et SphK2, encodées par deux gènes distincts ayant la même fonction dans la 
formation de S1P. Il a été montré que la voie SphK1/S1P est inhibée par un traitement avec le 
docetaxel ou avec la camptothécine, le docetaxel ayant une action inhibitrice plus importante. 
L’inhibition pharmacologique ou par interférence ARN de SphK1 entraine l’apoptose des cellules de 
CaP, et inversement la surexpression de la protéine confère une résistance aux chimiothérapies. Ces 
résultats suggèrent que la voie SphK1/S1P est impliquée dans l’apoptose induite par le docetaxel 
[201]. L’utilisation in vivo d’inhibiteur de SphK1 ne montre pas d’effet significatif sur la croissance 
tumorale des xénogreffes PC3 mais un effet synergique a été observé en association avec le docetaxel 
[202]. Dans les cellules de cancer de l’ovaire, l’inhibition spécifique de SphK2 augmente la sensibilité 
au paclitaxel [203]. Récemment, il a été montré dans des lignées de cancer du sein que le co-traitement 
avec du S1P exogène et du docetaxel doublait l’effet cytotoxique de la chimiothérapie [204]. Ces 





données suggèrent que l’axe SphK/S1P pourrait être un axe thérapeutique intéressant en co-traitement 
avec une chimiothérapie. 
 
La kinase PIM-1 est une sérine/thréonine kinase impliquée dans le développement de cancers 
hématopoïétiques et dans le CaP. Dans les modèles cellulaires LNCaP, 22RV1 et PC3, deux isoformes 
de la protéine sont exprimées. Il a été montré que seule la forme de 44kDa est impliquée dans la 
résistance à la chimiothérapie par doxorubicine et mitoxantrone [205]. La surexpression de la kinase 
PIM-1 augmente la résistance des lignées DU145 et RWPE-2 traitées au docetaxel, et à l’inverse, son 
inhibition sensibilise ces cellules à la chimiothérapie [206]. Au niveau moléculaire, il a été montré que 
la kinase PIM-1 module l’activation de la pompe d’efflux de drogues BCRP, ce qui induit une 
résistance au docetaxel dans les modèles cellulaires de CaP étudiés[137]. Seul ce mécanisme a été 
décrit pour expliquer le rôle de la kinase PIM-1 dans la résistance au docetaxel, cependant son rôle 
régulateur de CDC25C et de Bad permet d’envisager un rôle de la kinase dans la résistance due à un 
défaut du checkpoint mitotique ou dans l’inhibition de l’apoptose induite par la chimiothérapie.  
 
 
 L’étude des mécanismes de résistance au docetaxel dans les modèles cellulaires de cancer de 
la prostate, puis la validation de ces nouvelles cibles dans des modèles précliniques de xénogreffes, 
ont permis le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses. L’évaluation au niveau clinique 
de ces nouvelles drogues est décrite dans le chapitre suivant. 
 







Thérapies proposées en clinique pour le 
traitement des CRPC chimiorésistants 
 
 
Jusqu’en 2010, le docetaxel était le seul traitement thérapeutique capable d’augmenter la 
survie globale des patients atteints de CRPC métastatique. L’étude des mécanismes de résistance au 
docetaxel ont permis d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dont certaines ont montré leur 
efficacité ces dernières années. Les stratégies thérapeutiques actuellement utilisées, et en cours 
d’évaluation, pour le traitement des patients CRPC réfractaires au docetaxel sont décrites ci-dessous. 
 
1. Les nouvelles hormonothérapies 
 
L’acétate d’abiratérone est la première hormonothérapie de nouvelle génération approuvée 
pour le traitement du CRPC. L’efficacité thérapeutique de ce composé a été évaluée chez les patients 
atteints de CRPC résistants au docetaxel. L’abiratérone en association avec la prednisone améliore de 
façon significative la survie globale des patients atteints de CRPC réfractaires au docetaxel 
(augmentation de la médiane de survie de 4 à 6 mois) [207], conduisant à son approbation par la FDA 
en avril 2011. L’abiratérone ayant montré son efficacité chez les patients chimionaïfs, cette 
hormonothérapie est devenue l’une des molécules essentielles dans le traitement des CRPC. 
L’enzalutamide (MDV3100) est un antagoniste du AR ayant une affinité beaucoup plus forte 
que les anti-androgènes utilisés jusqu’à présent comme le bicalutamide. C’est un inhibiteur qui se lie 
à la région C-terminale du AR et qui, contrairement au bicalutamide, empêche la translocation du AR 
dans le noyau et par conséquent l’activation de ses gène cibles [208]. L’essai clinique de phase III 
AFFIRM a démontré le potentiel de l’enzalutamide dans le traitement des CRPC progressant sous 
docetaxel, montrant un bénéfice de suivie globale de 5 mois par rapport au placebo [209]. Ces 
résultats ont conduit à l’approbation de l’enzalutamide par la FDA en Août 2012 pour le traitement 
des patients CRPC ayant rechuté après docetaxel. L’enzalutamide est actuellement en cours 
d’évaluation pour le traitement des CRPC chimionaïfs (NCT01212991). 





L’orteronel (TAK-700) est un inhibiteur de CYP17 développé pour ne pas inhiber l’activité 
17α-hydroxylase de l’enzyme, ce qui réduit théoriquement le niveau de testostérone sans diminuer le 
cortisol [210]. Un essai clinique de phase III évaluant le potentiel de la drogue chez les patients CRPC 
résistants au docetaxel est en cours (NCT01193257). Cependant, suite aux mauvais résultats observés 
lors des analyses intermédiaires, les différents essais utilisant la drogue ont été interrompus. D’autres 
hormonothérapies ont été développées (ARN-509, galétérone), mais aucun essai clinique n’est en 
cours pour évaluer leur potentiel sur des patients CRPC résistants au docetaxel. 
 
2. Inhibition de l’efflux des drogues par la P-gp 
 
 
2.1. Echec des thérapies ciblant la P-gp 
 
Le ciblage thérapeutique des pompes d’efflux de drogue a été initialement évalué en associant 
les chimiothérapies avec des modulateurs de ces pompes tels que le verapamil, la cyclosporine A et le 
valspodar. Malheureusement ces drogues ont montré une forte toxicité chez les patients ainsi que des 
effets imprévisibles sur la pharmacocinétique des chimiothérapies. Depuis, des modulateurs de 
troisième génération causant un minimum d’interférence pharmacocinétiques ont été développés. 
Cependant, ces inhibiteurs de la P-gp comme le laniquidar, le biricodar et l’elacridar n’ont montré 
qu’une efficacité modeste en phase II [211]–[213]. 
 
2.2. Développement d’agents insensibles aux pompes d’efflux 
 
Le cabazitaxel est un taxane qui a été sélectionné pour sa faible affinité pour la P-gp. Il a 
notamment été montré dans des cellules exprimant la P-gp, que le cabazitaxel était plus efficace que le 
docetaxel. En 2010, l’essai TROPIC a évalué l’efficacité du cabazitaxel et a montré un bénéfice de 
survie chez les patient CRPC progressant sous docetaxel (15,1 mois contre 12,7) [214], conduisant à 
son approbation rapide par la FDA en juin 2010 en tant que seconde ligne de thérapie.  
De nouveaux agents ciblant les microtubules ont été développés ces dernières années. Les 
épothilones sont des macrolides cytotoxiques qui empêchent la dépolymérisation des microtubules, 
causant un arrêt mitotique puis l’apoptose d’une façon similaire à celle des taxanes. De plus, les 
épothilones partagent le même site de liaison sur la tubuline β avec les taxanes. Les épothilones 
inhibent la croissance tumorale des xénogreffes de CaP de manière plus efficace que le paclitaxel 
[215]. Ils conservent leur activité dans certains modèles résistants aux taxanes, notamment dans des 
lignées et tumeurs surexprimant la P-gp ou possédant des mutations de la tubuline [216]. Cependant, 
chez les patients CRPC résistants au docetaxel, l’évaluation clinique de phase II de l’ixabepilone et 





dupatupilone n’a montré qu’une efficacité modeste quand ces agents sont utilisés en 
monothérapie[217]–[219]. Une étude de phase II évaluant la combinaison de l’ixabepilone avec la 
mitoxantrone, induit une réponse satisfaisante chez les patients CRPC résistants au docetaxel [220]. 
Alors que cette association a montré des signes d’activité chez les patients CRPC réfractaires au 
docetaxel, aucun essai clinique de phase III n’est actuellement en cours. 
 
3. Ciblage du microenvironnement 
 
 
3.1. Inhibition de la néo-angiogénèse tumorale 
 
Nous avons vu précédemment que la néo-angiogénèse peut contribuer à la résistance aux 
chimiothérapies. Paradoxalement, les thérapies ciblant l’angiogénèse pourraient présenter des effets 
indésirables en diminuant la distribution des drogues au site tumoral. Cependant, il a été montré dans 
des xénogreffes de diverses lignées cancéreuses que l’inhibition de l’angiogénèse entraine la 
destruction des vaisseaux tumoraux immatures et le remodelage de la vascularisation restante [221], 
[222]. Ce phénomène de normalisation vasculaire donne un rationnel pour l’utilisation des inhibiteurs 
de l’angiogénèse en clinique.  
3.1.1. Ciblage du VEGF 
 
Les anti-angiogéniques n’ont pas ou peu d’activité lorsqu’ils sont utilisés en monothérapie, 
cependant certains présentent un bénéfice de survie intéressant lorsqu’ils sont utilisés en association 
avec la chimiothérapie. L’association du docetaxel et du bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé 
contre le VEGF, a montré une réponse significative en phase II chez les patients atteints de CRPC 
résistants au docetaxel [223]. Cependant, les essais cliniques de phase III évaluant l’efficacité du 
bevacizumab et de l’aflibercept, un récepteur soluble qui mime le domaine de liaison du VEGFR, ont 
démontré l’échec thérapeutique de l’inhibition du VEGF dans le traitement des CRPC chimionaïfs 
[224], [225]. Aucun essai clinique évaluant l’utilisation des inhibiteurs de VEGF sur des patients 
CRPC métastatiques résistants au docetaxel n’a été réalisé à ce jour.  
3.1.2. Ciblage du VEGFR 
 
Une autre stratégie thérapeutique vise à inhiber le VEGFR. Le sunitinib est un inhibiteur de 
l’activité tyrosine kinase du VEGFR et du PDGFR. Cependant, une étude de phase III récente n’a 
montré aucun bénéfice de survie chez les patients CRPC traités au sunitib après échec du docetaxel 
[226]. Le cabozantinib (XL184) inhibe l’activité tyrosine kinase de VEGFR2 et de c-Met. Son 
utilisation en phase II a montré une activité anti-tumorale très prometteuse sur des patients CRPC 





[227]. Un essai clinique de phase III est actuellement en cours pour déterminer le potentiel du 
cabozantinib chez les patients CRPC ayant progressé après docetaxel et abiratérone/enzalutamide 
(essai COMET-1 NCT01605227).       
L’échec général des thérapies anti-angiogéniques est retrouvé dans le traitement de multiples 
cancers. Seul le cabozantinib a montré des résultats promoteurs, probablement dû à son activité 
d’inhibition de c-Met plutôt qu’à son action sur le VEGFR. Finalement, il est possible que l’inhibition 
de l’angiogénèse favorise l’apparition de zones d’hypoxie, entrainant la sélection de cellules tumorales 
plus agressives capables de progresser sous traitement. 
 
3.2. Inactivation des cytokines inflammatoires 
 
Le siltuximab (CNTO328) est un anticorps anti-IL-6 ayant été montré son efficacité sur 
l’inhibition de la croissance de xénogreffes de cellules LuCaP35 [124]. En phase II, le siltuximab n’a 
pas montré d’efficacité s’il est utilisé en monothérapie chez des patients CRPC ayant progressé sous 
docetaxel [228]. Un second essai de phase II évaluant l’effet du CNTO328 en association avec la 
mitoxantrone a été interrompu dû à la forte mortalité des patients traités par rapport aux patients 
contrôles (PFS médiane de 97 jours avec siltuximab, 228 pour le bras contrôle) [229]. Comme nous 
l’avons vu dans le chapitre précédent, CCL2 est une cytokine impliquée dans les métastases osseuses 
de CaP et dans la cytoprotection des cellules suite au traitement par docetaxel. Le carlumab 
(CNTO888) est un anticorps monoclonal dirigé contre CCL2, bien toléré chez les patients atteints de 
CaP ou d’autres tumeurs solides [230]. Cependant, l’évaluation en phase II de l’anticorps en 
monothérapie n’entraine pas de réponse PSA chez les patients CRPC réfractaires au docetaxel, ni de 
diminution de la concentration sérique de CCL2, et ne montre aucune activité anti-tumorale [231]. 
L’ensemble de ces données démontrent l’inefficacité des stratégies d’inhibition des cytokines 
inflammatoires dans le traitement des CRPC résistants au docetaxel. 
 
 
La résistance à la chimiothérapie due au microenvironnement englobe des contraintes 
physiques globales et des contraintes liées à la communication intercellulaire. Le ciblage de ces 









4. Inhibition des protéines chaperones 
 
La clusterine sécrétée (sCLU) est une protéine cytoprotectrice activée par le stress. Elle est 
associée à la résistance au traitement par inhibition de l’apoptose mitochondriale et suppression du 
signal de stress activé par p53. Le gène CLU est positivement régulé après suppression androgénique 
ou après chimiothérapie. Un oligonucléotide antisens dirigé contre la protéine sCLU, le custirsen 
(OGX-011), a montré une bonne tolérance en tant que simple agent en phase I. Il entraine une sous-
expression de sCLU de plus de 90% et une augmentation de l’apoptose [232]. Une étude clinique de 
phase II a montré un bénéfice de survie de l’association docetaxel et custirsen chez les patients ayant 
rechuté après docetaxel [233]. Le custirsen est actuellement évalué dans en phase III en combinaison 
avec le cabazitaxel dans les CRPC après rechute sous docetaxel (NCT01578655).  
Des essais cliniques évaluant l’inhibition des protéines chaperones HSP90 (AT13387) et 
HSP27 (OGX-427) sont actuellement en cours dans le traitement des CRPC chimionaïfs progressant 
sous abiratérone (respectivement NCT01685268 et NCT01681433). Malgré des résultats précliniques 
intéressants, aucun essai clinique ciblant HSP70 et HSP72 n’est en cours. 
Le ciblage des protéines chaperones donne des résultats décevants dans le traitement du 
CRPC et peu d’essais sont en cours pour évaluer leur potentiel chez les patients progressant sous 
docetaxel, montrant l’échec de cette stratégie thérapeutique.  
 
5. Régulation du programme apoptotique 
 
5.1. Ciblage des protéines de la famille Bcl-2 
 
Comme nous l’avons vu dans le chapitre 2, plusieurs études in vitro ont démontré 
l’implication des membres de la famille Bcl-2 dans la résistance aux taxanes. Aucune étude ciblant la 
famille Bcl-2 n’est actuellement en cours chez les patients CRPC réfractaires au docetaxel. 
Néanmoins, des essais cliniques ont évalué le potentiel thérapeutique du ciblage de cette famille de 
protéines en association avec le docetaxel sur des patients CRPC chimionaïfs. Dans un essai de phase 
II, l’inhibiteur de Bcl-2 oblimersen en association avec le docetaxel s’est révélé moins efficace que le 
bras docetaxel seul [234]. De même, l’utilisation en phase II d’un inhibiteur ciblant plusieurs membres 
de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w et Mcl1) nommé AT101, n’a pas montré de bénéfice de 
survie en association avec le docetaxel [235]. L’absence d’activité anti-tumorale et la toxicité des 
inhibiteurs des membres de la famille Bcl-2 observées en phase II n’ont pas conduit à leur évaluation 





en phase III. Dans la mesure où il a été montré que l’expression de la protéine pro-apoptotique Bim 
était positivement régulée par Bcl-2 [175], il est possible que les stratégies d’inhibition de Bcl-2 
empêche l’apoptose des cellules cancéreuses en inhibant l’expression de Bim.   
 
5.2. Ciblage des IAP 
 
De par leur rôle essentiel dans la régulation de l’apoptose, les protéines anti-apoptotiques IAP 
constituent une famille de cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes. Dans un essai de phase 
I, l’inhibiteur de la survivine YM155 a montré une activité anti-tumorale dans le CRPC résistant au 
docetaxel [236]. Cependant en phase II, l’YM155 utilisé en monothérapie n’a montré qu’un effet 
modeste sur la survie de patients CRPC réfractaires au docetaxel [237]. D’autres inhibiteurs d’IAP ont 
été évalués dans le traitement du CRPC chimionaïfs, mais là encore, aucune efficacité anti-tumorale 
n’a été démontrée (molécules AEG35156 et LY2181308 [238]). 
 
5.3. Inhibition de PARP 
 
La PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase) est une enzyme impliquée dans la réponse aux 
dommages à l’ADN. Elle induit l’apoptose des cellules ayant accumulé trop de dommages à l’ADN 
[239]. Cibler PARP permet potentiellement de supprimer la prolifération des cellules tumorales. Un 
rôle potentiel des inhibiteurs de PARP en combinaison avec la radiothérapie a été proposé suite aux 
résultats obtenus in vitro sur les cellules PC3 [240]. L’Olaparib est un inhibiteur de PARP utilisé en 
clinique dans les cancers de l’ovaire et du sein. Son efficacité dans le CRPC résistant au docetaxel est 
en cours d’évaluation clinique de phase II en combinaison avec l’abiratérone (NCT01972217). 
 
 
Globalement, ces résultats prouvent l’inefficacité des stratégies ciblant les protéines 











6. Régulation des récepteurs aux facteurs de croissance 
 
Les facteurs de croissance et les récepteurs associés sont surexprimés dans la plupart des 
cancers. L’utilité du ciblage des récepteurs des facteurs de croissance ayant été démontrée dans de 
nombreux types tumoraux, plusieurs essais cliniques ont été réalisés pour évaluer leur potentiel dans le 
traitement du CRPC progressant sous docetaxel. Cependant, la plupart des essais cliniques n’ont pas 
montré d’effet bénéfique sur la survie des patients et n’ont pas été poursuivis en phase III. L’utilisation 
du pertuzumab, un anticorps anti HER2, n’a pas montré de réponse objective chez les patients CRPC 
progressant sous docetaxel [241]. Le sunitinib, un inhibiteur non spécifique de PDGFR, induit une 
réponse PSA prometteuse chez les patients CRPC progressant sous docetaxel, associée à une 
augmentation de la survie sans progression mais sans amélioration de la survie globale [242]. A 
l’inverse, un traitement avec un autre inhibiteur non spécifique de PDGFR, le tandutinib, a été corrélé 
à une accélération de la progression tumorale chez les patients résistants au docetaxel [243]. Enfin, le 
potentiel du dovotinib, un inhibiteur des récepteurs du FGF, est actuellement étudié dans le traitement 
des CRPC réfractaires au docetaxel (NCT01741116).  
Bien que fonctionnant pour d’autres cancers (notamment le cancer du sein), l’inhibition des 
récepteurs aux facteurs de croissance ne semble pas être une stratégie prometteuse dans le CaP. Par le 
passé, l’utilisation d’inhibiteurs de l’EGFR et d’HER2 a d’ailleurs été un véritable échec dans le 
traitement des patients CRPC [217], [244]–[246]. 
 
 
7. Ciblage de la voie PI3K/Akt/mTOR 
 
La voie PI3K/Akt/mTOR est impliquée dans la régulation des mécanismes de survie 
cellulaire, elle est généralement activée dans les cancers avancés. En essai de phase II, l’inhibiteur de 
mTOR ridaforolimus n’a pas montré de réponse significative dans le traitement des patients CRPC 
progressant sous docetaxel [247]. De même, deux autres inhibiteurs de mTOR (temsirolimus et 
everolimus) évalués en phase II chez les patients CRPC chimionaïfs n’ont montré qu’une activité 
modeste [248], [249]. Aucune phase III évaluant l’efficacité des inhibiteurs de mTOR dans le 
traitement des CRPC résistant au docetaxel ou chimionaïfs n’est actuellement en cours. Ces résultats 
récents ne permettent cependant pas de conclure sur le potentiel du ciblage de la voie, Akt ayant 
d’autres substrats que mTOR. 
 





8. Synthèse des stratégies thérapeutiques du CRPC chimio-résistant 
 
Beaucoup de nouvelles pistes ont été évaluées en clinique pour traiter le CRPC résistant au 
docetaxel (tableau 3), cependant la plupart n’ont pas montré de bénéfice de survie. En dépit des 
avancées apportées par l’utilisation du cabazitaxel, de l’acétate d’abiratérone et de l’enzalutamide, le 
CRPC reste à ce jour une maladie incurable. Il existe donc un besoin urgent de découvrir et 
comprendre les différents mécanismes de résistance au docetaxel pour identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques et des biomarqueurs de réponses aux différentes thérapies. 
 
Tableau 3 : Essais cliniques dans le traitement du CRPC résistant au docetaxel.  
DR : résistant au docetaxel, OS : survie globale 
 







L’EMT, une nouvelle facette des 
mécanismes de résistance au docetaxel 
 
 
La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus biologique qui permet à une 
cellule épithéliale polarisée d’acquérir un phénotype mésenchymal à travers de multiples événements 
biochimiques. Ce phénotype est caractérisé par l’augmentation des capacités migratoires, invasives et 
de résistance à l’apoptose. C’est un phénomène réversible, impliqué dans des processus 
physiologiques comme la migration cellulaire au cours du développement et la cicatrisation, mais 
aussi dans des processus pathologiques comme l’invasion et la migration de cellules cancéreuses ou la 
fibrose. Des études publiées depuis les trois dernières années ont mis en avant son implication dans 
l’acquisition de la résistance à la chimiothérapie ainsi que son potentiel en tant que cible 
thérapeutique. 
 
1. Mécanismes moléculaires de l’EMT 
 
1.1. Evénements précoces indépendants de la transcription de nouveaux gènes 
 
L’EMT est induite par des voies de signalisation conduisant à l’activation de la transcription 
de facteurs de transcription spécifiquement impliqués dans le processus (EMT-TF). Cependant, les 
événements moléculaires précoces du programme d’EMT sont indépendants de l’activité de ces 
facteurs de transcription.  
1.1.1. Perte des jonctions cellulaires épithéliales 
 
Les jonctions cellulaires sont constituées de complexes de protéines de surface spécialisées qui 
garantissent l’intégrité cellulaire. Chez les vertébrés, les cellules sont en contact les unes avec les 
autres grâce aux jonctions serrées situées au niveau apical, aux jonctions adhérentes et aux 
desmosomes situés au niveau latéral (figure 12). Lors de l’initialisation de l’EMT, ces protéines sont 
relocalisées et dégradées dans une séquence d’événements précis et bien décrits. La dissolution des 





jonctions serrées est accompagnée d’une diminution de l’expression de l’occludine et de la claudine, 
ainsi que la relocalisation de la protéine zonula occludens 1 (ZO-1) [250]. L’occludine est liée au 
récepteur de type I du transforming growth factor (TGFβRI). Le TGFβRI forme un complexe avec 
PAR6 et l’occludine au niveau des jonctions serrées. Après activation par le TGFβ, TGFβRII est 
recruté au niveau du complexe et phosphoryle PAR6 qui se lie à l’E3-ubiquitine ligase SMURF1. 
SMURF1 ubiquitine la Rho GTPase RhoA, provoquant sa dégradation, ce qui perturbe le 











Figure 12 : Destruction des jonctions cellulaires après induction de l'EMT. Adapté de Huang 2012. 
 
La deuxième étape est la destruction des jonctions adhérentes. Elles sont majoritairement 
composées d’E-cadhérine, une protéine transmembranaire assurant la liaison par interaction 
homotypique avec d’autres cellules exprimant la protéine. Aux jonctions, l’E-cadhérine est associée à 
la β-caténine qui assure la liaison au cytosquelette d’actine [252]. L’E-cadhérine peut être déstabilisée 
par phosphorylation sur les résidus tyrosines Tyr-86 and Tyr-654, mais également être internalisée 
puis dégradée selon la voie d’induction activée [253], [254]. De manière générale, après la destruction 
de l’E-cadhérine, la β-caténine libre est rapidement dégradée. Lorsque la GSK3β est inhibée (via 
l’activation de la voie WNT par exemple), la β caténine libre peut alors induire la transcription de ces 
gènes cibles [255]. Enfin, l’induction de l’EMT déclenche la destruction des desmosomes [256]. Ces 





structures cellulaires sont composées de desmoplakine, de plakoglobine et de desmogléine, et assurent 
l’adhésion aux cellules adjacentes et à la membrane basale. La phosphorylation de la desmoplakine par 
la PKC induit la destruction du complexe protéique [257]. La perte d’expression des protéines de 
jonctions cellulaires dans les phases précoces de l’EMT est ensuite maintenue par régulation 
transcriptionnelle [258].  
1.1.2 Réorganisation du cytosquelette d’actine 
Les cellules qui réalisent l’EMT réorganisent leur cytosquelette cortical d’actine, permettant la 
formation de projections membranaires (les lamellipodes et les filopodes) qui augmentent la motilité 
cellulaire [259]. Les Rho GTPases jouent un rôle primordial dans la dynamique et la réorganisation du 
cytosquelette d’actine durant l’EMT. Cette réorganisation du cytosquelette d’actine est essentielle à 
l’EMT puisque l’inhibition des Rho GTPases RhoA et ROCK entraine le blocage du processus [260].  
Les différentes Rho GTPases ont des rôles variés dans la réorganisation du cytosquelette : 
RhoA induit la formation de fibres de stress, RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) et 
CDC42 contrôlent principalement la formation des lamellipodes et des filopodes, ROCK active la 
polymérisation de l’actine au niveau cortical et prévient sa dépolymérisation via l’activation de la 
kinase LIM (LIMK). La caténine p120 joue un rôle essentiel dans la stabilité des adhésions 
cellule/cellule en inhibant l’activité de RhoA et en activant RAC1 et CDC42 [261]. Tout comme la β-
caténine, la caténine p120 est associée à l’E-cadhérine au niveau des jonctions adhérentes. La 
destruction de l’E-cadhérine consécutive à l’induction de l’EMT entraine la dissociation de la caténine 
p120 qui s’accumule dans le cytoplasme où elle exerce son action sur les Rho GTPases.  
 
1.2. Reprogrammation cellulaire 
 
Lors de l’EMT, le programme d’expression des gènes est modifié afin d’altérer les adhésions 
cellulaires et de remanier l’architecture du cytosquelette. Cette reprogrammation est régulée par 
l’action des EMT-TFs, dont les membres les plus étudiés sont ZEB1 et SNAIL. Les gènes cibles de 
ces EMT-TFs sont listés dans le tableau 4.  
 
Tableau 4 : Facteurs de transcription impliqués dans l’EMT. Références utilisées [262]–[265] 





1.2.1. Maintien transcriptionel de l’inhibition des jonctions cellulaires épithéliales 
L’une des étapes essentielles de l’EMT est la régulation négative de l’expression de l’E-
cadhérine pour renforcer la déstabilisation des jonctions adhérentes. Les gènes codant pour les 
protéines de jonctions serrées et les desmosomes sont eux aussi réprimés aux cours du processus, ce 
qui empêche la formation de nouvelles jonctions (tableau 4) [266]. La sous-expression de l’E-
cadhérine est contre-balancée par la surexpression de la N-cadhérine. Ce phénomène, appelé 
« cadherin switch », modifie les propriétés d’adhésion des cellules mésenchymateuses [267]. La N-
cadhérine est une protéine transmembranaire partageant les fonctions de l’E-cadhérine. Elle est 
impliquée dans les adhésions entre cellules mésenchymateuses ainsi que dans la migration. En effet, 
les interactions homotypiques entre les protéines N-cadhérine sont plus faibles que celles impliquant 
l’E-cadhérine, facilitant la migration cellulaire et l’invasion [268]. La stabilisation de la localisation de 
la N-cadhérine aux sites de contact est dépendante de RhoA [269].  
3.2.2. Changement d’architecture du cytosquelette 
 
L’altération de l’expression des gènes codant pour les éléments du cytosquelette et pour les 
protéines responsables de la polarité cellulaire est une des caractéristiques de l’EMT. Le remodelage 
du cytosquelette d’actine est accompagné d’un changement de composition des filaments 
intermédiaires dû à la répression de l’expression des cytokératines et l’activation de l’expression de la 
Vimentine [250]. Les filaments intermédiaires permettent le trafic d’organelles et de protéines aux 
membranes, leur composition définissant la spécificité des protéines transportées. En effet, l’adressage 
de l’E-cadhérine à la membrane est exclusivement réalisé via des filaments de kératines [270], alors 
que la Vimentine est impliquée dans le trafic des intégrines [271]. Enfin, il a été montré que la 
surexpression de la Vimentine augmente la motilité et diminue l’adhésion des cellules épithéliales 
[272]. Ce phénomène est probablement dû au fait qu’elle est impliquée dans la régulation des 
adhésions focales, qui assurent la liaison des cellules à l’ECM [273].   
Les Rho GTPAses sont essentielles au maintien de la polarité au cours de l’EMT. Dans les 
épithéliums, les complexes PAR (partitioning-defective) et Crumbs sont localisés au niveau apical et 
associés aux jonctions serrées. Ensemble, ils définissent le compartiment apical alors que le complexe 
Scribble définit le compartiment basal. L’expression des EMT-TF provoque l’inhibition 
transcriptionnelle des protéines des jonctions cellulaires, mais également des protéines du complexe 
Crumbs PALS1, PATJ et Crumbs3 (tableau 4), ce qui provoque une perte de la polarité apicale-basale. 
Cependant, les cellules mésenchymateuses sont capables de recréer une polarité antéro-postérieure 
essentielle pour la migration directionnelle. RAC1 induit l’accumulation des intégrines et du complexe 
PAR au niveau antérieur alors que RhoA inhibe la formation de nouveaux complexes PAR au niveau 
postérieur [274]. 





3.2.3. Augmentation de la motilité et de l’invasion cellulaire 
La dernière étape du processus d’EMT est l’acquisition de propriétés migratoires et 
d’invasion. Au cours de l’EMT, la destruction des jonctions entraine une perte d’interaction avec 
l’ECM. Les cellules mésenchymateuses répriment alors l’expression des intégrines épithéliales et 
activent l’expression d’autres intégrines importante pour la progression de l’EMT. Il a notamment été 
montré dans des cellules de cancer de poumon que l’expression de l’intégrine α5β1 augmentait 
l’adhésion à la fibronectine [275], un composant de l’ECM exprimé par les cellules 
mésenchymateuses. L’expression des intégrines α1β1 et α2β1 est augmentée par diverses voies 
comme la voie des SMAD et l’activation de la voie MAPK [276], [277]. L’interaction des intégrines 
αβ1 avec le collagène de type I augmente la destruction des complexes membranaires d’E-cadhérine 
[278] ainsi que l’expression de la N-cadhérine [279]. La reprogrammation de l’expression des 
intégrines au cours de l’EMT participe donc au maintien de l’inhibition des jonctions épithéliales et 
augmente les capacités migratoires des cellules mésenchymateuses.   
L’activation des EMT-TFs induit également la formation des invadopodes et l’expression des 
métalloprotéinases de la matrice (MMP) (tableau 4) [280]. Les invadopodes sont des projections 
cellulaires riches en actine, dont la formation est induite par TWIST1 [281]. La majorité des MMP 
sont localisées dans les invadopodes, où elles peuvent entrer en contact avec l’ECM et la remodeler. 
Ce processus est essentiel à l’invasion des cellules cancéreuses [282]. L’activation de la voie WNT/β-
caténine est liée à la surexpression de la MT1-MMP dans les cellules de fibrosarcome humain, 
entrainant une augmentation de la migration [283]. La surexpression de MT1-MMP pourrait être due à 
l’activation du facteur de transcription mésenchymateux ZEB1 [284]. Récemment, il a été montré que 
la surexpression de MT1-MMP in vitro est suffisante pour déclencher l’EMT dans une lignée de 
cancer de la langue [285].  
 
 
La reprogrammation de l’expression des gènes au cours de l’EMT entraine donc l’expression 
de nouvelles jonctions intercellulaires plus labiles, change l’architecture du cytosquelette pour 
augmenter la mobilité cellulaire et induit l’expression de protéines dégradant l’ECM. Ces mécanismes 
moléculaires sont à la base de la progression métastatique.  
 
 





2. Les différents types d’EMT 
 
L’EMT est impliquée dans des processus biologiques distincts dont les conséquences 
fonctionnelles sont très différentes. Les gènes impliqués dans ces processus sont majoritairement 
identiques mais  les mécanismes qui définissent le choix d’un type d’EMT plutôt qu’une autre restent 
peu connus. Les différences fonctionnelles permettent cependant de définir trois types d’EMT (figure 
13). 
 
Figure 13 : Les différents types d'EMT. Adapté de Scanlon 2013[286] 
 
2.1. EMT de type 1 dans l’embryogénèse 
 
L’EMT est présente dans chacune des étapes du développement embryonnaire, que ce soit lors 
de la nidification (J0 de fécondation à J+15), de la gastrulation (J+15 à J+17) ou de la neurulation 
(J+18 à J+28). L’implantation de l’embryon ainsi que l’initiation du développement placentaire sont 
dépendantes de l’EMT des cellules externes du blastocyste. Ces cellules déclenchent une EMT pour 
faciliter l’invasion dans l’endomètre et permettre l’ancrage au placenta [287]. L’EMT est également 
primordiale dans la formation et la différenciation des feuillets embryonnaires lors de la gastrulation. 
L’épiblaste, le feuillet primitif, est composé de cellules épithéliales polarisées exprimant l’E-
cadhérine. Grâce au processus d’EMT, les cellules de l’épiblaste acquièrent des propriétés migratoires 
qui permettent l’invagination du feuillet primitif, donnant naissance au mésoderme et à l’endoderme 
[288]. Au niveau biochimique, l’EMT associée à la gastrulation est dépendante de la voie WNT 
canonique, notamment WNT3 [289], [290].  
 
Enfin, les cellules épithéliales du neurectoderme se différencient par l’intermédiaire de l’EMT 
pour acquérir les capacités migratoires nécessaires à la formation de la crête neurale [291]. Il a été 
montré que les cellules destinées à migrer expriment les gènes codant pour les facteurs de transcription 
SOX, SNAIL, SLUG et FOXD3 [292]. La voie BMP (appartenant à la famille du TGFβ) semble être 
la voie prédominante de l’induction des propriétés migratoires des cellules de la crête neurale [293].  
 





2.2. EMT de type 2 dans la régénération tissulaire et la fibrose 
 
Les lésions des tissus épithéliaux et/ou endothéliaux déclenchent un ensemble complexe et 
interconnecté de programmes de cicatrisation pour restaurer l’homéostasie. La coagulation est 
déclenchée en premier lieu pour stopper la perte de sang, suivie par l’inflammation des tissus et 
l’activation du système immunitaire. Les cytokines produites par les cellules du système immunitaire 
activent les fibroblastes quiescents qui se différencient en myofibroblastes capables d’orchestrer 
l’angiogénèse et la production des composants de l’ECM. Le mécanisme impliqué dans la 
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes est une EMT de type 2 [294]. Il a été montré chez 
la souris que l’EMT des myofibroblastes est déclenchée par le TGFβ, l’EGF et le FGF2 sécrétés lors 
de la réponse inflammatoire [295]. Les myofibroblastes activés expriment des marqueurs 
mésenchymateux spécifiques tels que l’α smooth muscle actin(α-SMA) et le collagène de type I [296].  
 
En cas de lésion aigüe ou chronique, la réponse inflammatoire exacerbée induit une activation 
continue des myofibroblastes ce qui entraine un cercle vicieux de régénérations conduisant à une 
accumulation excessive des composants de l’ECM. Ce phénomène, appelé fibrose, est principalement 
retrouvé dans les tissus de rein, du foie, des poumons et de l’intestin [297]. Le lien entre la fibrose et 
l’EMT a été montré chez les patient atteints de fibrose rénale, dans laquelle les cellules exprimant la 
prolyl 4-hydroxylase, une enzyme responsable de la synthèse du collagène, expriment aussi les 
marqueurs mésenchymateux α-SMA et Vimentine [298]. De même, des études en IHC ont montré que 
les marqueurs d’EMT sont retrouvés dans les aires de fibroses du colon des patients atteints de la 
maladie de Crohn [299].    
 
2.3. EMT de type 3 dans le développement de métastases 
 
Les propriétés de migration et d’invasion acquises par les cellules mésenchymateuses ont 
permis d’émettre l’hypothèse que l’activation du programme d’EMT correspond au mécanisme 
principal de la formation des métastases lors de la progression tumorale [300]. Cette hypothèse a été 
appuyée par les travaux de Bussemakers et al., qui ont montré que la perte de l’E-cadhérine est 
corrélée à la dissémination métastatique dans un modèle Dunning R-3327 [301]. Cependant, l’analyse 
de l’expression de CDH1, le gène codant pour l’E-cadhérine, par micro-array dans divers tissus de 
CaP a montré qu’elle était exprimée à des niveaux normaux dans les métastases de CaP, alors qu’une 
inhibition du gène est bien observée dans les tumeurs primaires [302]. Ces observations ont permis de 
proposer un nouveau modèle selon lequel la perte du phénotype épithélial est transitoire et réversible. 
Après avoir migré jusqu’à son site métastatique, la métastase doit initier une transition mésenchymato-
épithéliale (MET) pour croitre au niveau du site secondaire (figure 14). Cette hypothèse a été validée 
dans le modèle TSU-Pr1, pour lequel plusieurs lignées dérivées présentant des caractéristiques EMT 





différentes ont été établies. L’injection intra-tibiale du clone épithélial provoque une forte croissance 
tumorale et un début de colonisation des tissus environnants comparé à l’injection des clones 
mésenchymateux [303]. Récemment, il a été montré que des cycles de passages de métastases de CaP 
in vivo augmentaient l’expression des marqueurs épithéliaux dans les métastases par rapport à 
l’expression de ces marqueurs dans la lignée parentale DU145 [304]. L’EMT et la MET sont donc des 
événements essentiels à la progression tumorale. 
 
 



















3. Les voies d’induction de l’EMT 
 
3.1. Le TGFβ 
 
Le TGFβ est une protéine appartenant à la superfamille des TGFβ (comprenant aussi les BMP) 
qui contrôle la prolifération et la différentiation cellulaire. Dans les cellules non cancéreuses, le TGFβ 
induit un blocage du cycle cellulaire en phase G1 par déphosphorylation de la protéine RB [306]. Lors 
du développement embryonnaire, le TGFβ est un puissant morphogène, chez l’homme adulte, il induit 
la cicatrisation, la fibrose et le cancer. Son rôle dans l’EMT est bien documenté et il est l’inducteur 
d’EMT le plus étudié. 
 
Figure 15 : Voie de signalisation du TGFβ. 
 
La voie de transduction canonique du TGFβ est la voie SMAD. Le TGFβ se lie à un tétramère 
de TGFβRII, un récepteur transmembranaire à activité sérine/thréonine kinase. L’activation du 
récepteur entraine le recrutement et la phosphorylation du récepteur TGFβRI (figure 15). TGFβRI 
alors activé phosphoryle SMAD2 et SMAD3, qui forme un complexe avec SMAD4. Le complexe 
SMAD est ensuite transloqué dans le noyau où il active ou inhibe la transcription de ces gènes cibles 
[307]. Cette voie de signalisation est régulée négativement par SMAD6 et SMAD7 via leur liaison au 
TGFβRI. Il a été montré que l’expression de formes inactives de SMAD2/3/4 ou une augmentation de 
l’expression de SMAD7 est suffisante pour l’inhiber l’induction de l’EMT par le TGFβ [308], 
démontrant le rôle essentiel de la voie des SMAD dans ce processus. 





En plus de son action sur la voie des SMAD, le TGFβ peut activer RhoA [260] et CDC42 
[309]. De plus, il a été montré que l’inhibition pharmacologique de la voie PI3K/Akt prévenait l’EMT 
induite par le TGFβ. En conditions normales, Akt inhibe GSK3β par phosphorylation, ce qui entraine 
la stabilisation du facteur de transcription SNAIL [310]. Le TGFβ est aussi capable d’activer les voies 
ERK-MAPK, p38 et JNK. En effet, le TGFΒRI phosphoryle la protéine adaptatrice SHCA en réponse 
au TGFβ. SHCA phosphorylé devient une plateforme d’ancrage pour GRB2 et SOS, ce complexe 
permettant l’activation de la voie de signalisation ERK-MAPK [311]. Le complexe TGFβRI/II peut 
aussi s’associer à l’ubiquitine ligase TRAF6 qui active à son tour TAK1, une kinase en amont des 
voies p38 et JNK [312].  
3.2. Les facteurs de croissance 
 
Les facteurs de croissance impliqués dans l’EMT agissent par l’intermédiaire de l’activation 
de leurs récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) respectifs. La liaison du ligand induit 
l’autophosphorylation des récepteurs sur leurs résidus tyrosine permettant l’activation des voies 
PI3K/Akt/mTOR, MAPK et la signalisation Src (figure 16). Les principaux facteurs de croissance 
capables d’induire l’EMT par l’intermédiaire de l’activation de leurs récepteurs sont décrits ci-après. 
 
 
Figure 16 : Voie de signalisation des facteurs de croissance dans l’EMT 
 
 





 FGF : Il existe 23 FGF exprimés chez l’homme, et seuls les FGF1 à 10 se lient aux récepteurs 
FGFR. Les FGFR activés après liaison de leur ligand régulent de nombreux processus cellulaires 
comme dans la prolifération cellulaire, la différenciation, la survie et la migration dans de 
nombreux types cellulaires [313]. Dans les cellules de cancer de la vessie, l’EMT induite par FGF1 
est accompagnée de l’expression de Slug, la déstabilisation des desmosomes et l’expression de 
l’intégrine α2β1 et de MMP13 [314].  
 
 EGF : In vitro, l’EGF induit l’endocytose de l’E-cadhérine ainsi qu’une surexpression des EMT-
TFs SNAIL et TWIST [315]. Sur des explants de cellules épithéliales humaines cultivées ex vivo, 
l’EGF induit l’EMT par l’intermédiaire de l’activation de la voie ILK. Les cellules traitées par 
l’EGF sont caractérisées par l’augmentation de leurs capacités migratoires et invasives, notamment 
grâce à l’expression deMMP2 et MMP9 [316]. Enfin, l’activation de HER2 dans des modèles de 
tumeurs mammaires est associée à l’EMT et à l’échappement au système immunitaire [317].    
 
 HGF : Le HGF agit en se fixant au récepteur c-Met et a été identifié pour la première fois grâce à 
sa capacité à induire la différentiation des cellules épithéliales de rein [318]. L’expression de 
SLUG médiée par l’HGF entraine la déstabilisation des desmosomes et la répression du gène 
codant pour la desmoplakine [319].    
 
 VEGF : Le VEGF induit l’angiogénèse mais également l’EMT par l’intermédiaire du facteur de 
transcription SNAIL. Dans les cellules de cancer du sein, l’induction de l’EMT par le VEGF induit 
la stabilisation de SNAIL par l’intermédiaire de l’inhibition de la kinase GSK3β [320].  
 
 IGF : L’activation du récepteur l’IGF-1R induit l’EMT dans des cellules épithéliales de sein, 
entrainant la perte d’expression d’E-cadhérine et le gain d’expression de la N-cadhérine, de la 
Vimentine et de la fibronectine. Dans ces cellules, l’augmentation de SNAIL en réponse à l’IGF1 
dépend de NF-κB [321]. Dans le modèle ARCaP, le traitement avec l’IGF1 est accompagné de 
l’expression de Zeb1 [322]. 
 
3.3. Interactions entre les intégrines et la matrice extracellulaire 
 
L’ECM est impliquée dans différents processus biologiques comme la réorganisation du 
cytosquelette d’actine et l’activation de voies de signalisation. Les interactions entre l’ECM et les 
cellules sont principalement médiées par les intégrines. Les intégrines peuvent induire l’EMT selon 
deux voies de signalisation distinctes, par l’intermédiaire des kinases FAK et ILK.  L’interaction de 
l’intégrine α6β4 avec l’ECM entraine l’activation d’ILK, une kinase capable d’activer Akt et d’inhiber 





GSK3β [323]. Plusieurs travaux ont démontré le rôle essentiel de la kinase ILK dans l’EMT dans des 
modèles de cancer colorectal, de vessie et de la langue [324]–[326]. L’ILK est aussi impliquée dans 
l’EMT des cellules de CaP exprimant le gène de fusion TMPRSS2/ERG [327], la protéine codée par ce 
gène de fusion étant capable de se lier au promoteur de ZEB1 et d’activer sa transcription [328]. De 
même, il a été montré dans la lignée DU145 que la signalisation FAK/Src participe à l’EMT et que 
l’activation de la kinase FAK augmente la capacité d’invasion de ce modèle [329].  
Au vu de leur localisation membranaire, les intégrines constituent des cibles thérapeutiques 
potentielles pour bloquer l’EMT dans les cellules cancéreuses. Dans ce sens, il a été montré in vivo 
que l’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique des intégrines αV (GLPG0187) inhibe la formation 
des métastases osseuses de CaP en perturbant l’EMT [330]. 
 
3.4. Les voies de signalisation du développement embryonnaire 
 
3.4.1. La voie WNT 
 
L’activation des récepteurs spécifiques de la voie WNT, les récepteurs Frizzled (FZD), 
entraine l’activation de plusieurs voies de signalisations. Ces voies sont regroupées en deux catégories, 
la voie canonique qui implique la β-caténine, et les voies non canoniques qui agissent 
indépendamment de ce facteur de transcription (figure 17). 
 
Figure 17 : Description des voies WNT canonique et non canoniques 
 





3.4.1.1. La voie WNT/β-caténine 
 
Le rôle de la voie canonique dans l’induction de l’EMT est le plus étudiée. La voie canonique 
est caractérisée par l’activation de la β-caténine. La β-caténine cytoplasmique libre agit comme un 
facteur de transcription, qui active la transcription de ses gènes cibles en s’associant avec les facteurs 
de transcription LEF-1 (lymphoid enhancer-binding factor 1) et les membres de la famille TCF (T-cell 
factor) [331]. L’activation de cette voie nécessite la liaison des récepteurs FZD au co-récepteur 
LRP5/6 [332]. En l’absence de stimulation par les ligands WNT, la kinase GSK3β inhibe la β-caténine 
cytoplasmique par phosphorylation ce qui conduit à son ubiquitination par TrCP1 puis sa dégradation 
par le protéasome [333]. Le complexe FZD-LRP5/6 activé par la liaison d’un ligand WNT 
phosphoryle Dishevelled (DSH), ce qui conduit à l’inhibition de la GSK3β par phosphorylation sur 
sérine 9 et empêche la dégradation de la β-caténine.  
La β-caténine permet la transcription de gènes codant pour des protéines essentielles dans le 
processus d’EMT tels que SNAIL, SLUG mais aussi la Vimentine et la fibronectine [334], [335]. Dans 
les cellules de cancer du sein et de la prostate, il a été montré que l’EMT pouvait être déclenchée par 
l’activation de la voie WNT/β-caténine [336]. In vivo, l’activation de la voie WNT/β-caténine est 
impliquée dans la progression tumorale de xénogreffes de cellules de CaP murines [337]. Chez les 
patients, la localisation nucléaire de la β-caténine est associée à 40% des métastases de CaP [338], 
démontrant le rôle de cette voie dans la progression métastatique. 
 
34.1.2. Les voies WNT non canoniques 
 
Parmi les voies WNT non canoniques, la voie WNT/Calcium et WNT/PCP sont les mieux 
caractérisées. Les voies non canoniques sont activées par des ligands spécifiques. A ce jour, seul 
WNT5A a montré un rôle exclusif dans l’activation des voies non canoniques. L’activation de la voie 
WNT/PCP entraine le recrutement et l’activation de DAAM1. DAAM1 active ensuite les petites 
protéines G Rho et Rac1, et induit la réorganisation du cytosquelette d’actine [339].  
 
L’activation de la voie WNT/Calcium nécessite l’interaction de FZD avec le co-récepteur 
ROR1/2. Le complexe active ensuite la phospholipase C et entraine la production d’IP3 et de DAG à 
partir du PIP2 lié à la membrane [340]. L’IP3 déclenche le relargage du calcium stocké dans le 
réticulum endoplasmique, ce qui active la CaMKII (calmoduline kinase II) et la calcineurine. Les deux 
enzymes stabilisent respectivement les facteurs de transcription NF-κB et NFAT. De plus, 
l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium permet l’activation DAG dépendante de 
la PKC. Les PKC appartiennent à une famille de kinases ayant de nombreux substrats comme les 
intégrines, GSK3β, RhoA, EGFR, leur permettant de réguler la motilité et la différenciation cellulaire. 





Peu d’études traitent du rôle des voies WNT non canoniques sur l’induction de l’EMT. 
Cependant, il a été montré que WNT5A est capable d’induire l’EMT dans les cellules de cancer du 
pancréas [341] et de cancer gastrique [342]. Il est possible que WNT5A induise l’EMT via son action 
régulatrice sur la CaMKII. En effet, il a été montré dans des lignées de prostate normales et tumorales 
que l’activation de CamKII par WNT5A entraine la réorganisation du cytosquelette d’actine et 
augmente la migration des cellules [343]. Ces résultats sont cohérents avec les données obtenues chez 
les patients atteints de CaP métastatique, chez qui les cellules tumorales circulantes expriment 
WNT5A ainsi que d’autres gènes liés à l’EMT [344]. Malgré son rôle dans l’organisation du 
cytosquelette d’actine, aucune étude n’a rapporté d’association entre la voie WNT/PCP et l’induction 
de l’EMT. 
 
3.4.2. La voie Hegdehog 
 
La voie de signalisation Hedgehog (Hh) est un régulateur majeur du développement 
embryonnaire. Chez l’adulte, la voie Hh est impliquée dans l’auto-renouvellement des cellules souches 
ainsi que dans la réparation et la régénération tissulaire. La famille Hh comprend 3 membres, Sonic 
Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog et Desert Hedgehog [345]. Dans les cellules eucaryotes, la grande 
majorité des composants de la voie sont localisés dans une structure cellulaire particulière, le cil 
primaire [346]. Il s’agit d’une structure capable de lier une grande variété de ligands extracellulaires, 
agissant comme une antenne cellulaire. En l’absence de ligand Hh, Patched (PTCH) inhibe l’activité 
de Smoothened (SMO), le récepteur transmembranaire capable de transduire le signal de Hh. Lorsque 
SMO est inactif, le facteur de transcription GLI (glioma-associated oncogene family zinc finger) est 
séquestré dans le cytoplasme par le complexe Fused/SUFU (supressor of protein fused) ce qui 
empêche la transcription des gènes cibles de la voie Hh (figure 18). La liaison des ligands Hh au 
récepteur PTCH induit l’adressage de SMO à la membrane du cil et son activation. L’activation de 
SMO entraine la dissociation du complexe Fused/SUFU et la libération du facteur de transcription GLI 
pour activer ses gènes cibles. 
 
Figure 18 : La voie de signalisation Hedgehog. Adapté de Eggenschwiler 2007 





L’expression ectopique de GLI induit l’expression de SNAIL et la perte de l’E-cadhérine dans 
un modèle cellulaire de rein [347]. De plus, l’inhibition pharmacologique de la signalisation Hh dans 
des cellules de NSCLC entraine la réversion du phénotype mésenchymateux, caractérisée par la 
réduction de l’expression de ZEB1 et de la fibronectine, ainsi que l’augmentation de l’expression de 
l’E-cadhérine [348].  
2.4.3. La voie Notch 
 
Les mammifères expriment 4 récepteurs transmembranaires Notch et 5 ligands canoniques 
(DLL1/3/4 et Jagged-1/2). La spécificité de liaison entre les différents ligands et récepteurs est 
contrôlée par la glycosylation du récepteur. Le contact cellule/cellule est généralement nécessaire à 
l’activation de la voie Notch. Après liaison du ligand, le récepteur est clivé par la metalloprotéinase 
ADAM10 au niveau extracellulaire (figure 19). Le domaine extracellulaire du récepteur lié au ligand 
est ensuite endocytosé par la cellule exprimant le ligand. Le domaine intracellulaire de Notch (NIC) 
est ensuite clivé au niveau intracytoplasmique par la γ-sécrétase ce qui provoque sa libération dans le 
cytoplasme. NIC est ensuite transloqué dans le noyau où il recrute le co-activateur MAML. Le 
complexe ainsi formé est capable d’activer la transcription des gènes cibles de la voie Notch [349].  
 
Figure 19 : La voie de signalisation Notch. Adapté de Espinoza 2013 
 
Il a été montré que la signalisation Notch est un fort inducteur de l’EMT. In vitro, la 
surexpression de Notch-1 induit l’expression de SNAIL ainsi que la répression de l’E-cadhérine dans 
des lignées endothéliales [350]. De plus, il a été montré que SLUG est un gène cible de la voie Notch 
[351]. Notch-1 est fortement exprimé dans les métastases osseuses de CaP par rapport aux tumeurs 





primaires [352]. De même, il a récemment été montré que le ligand Jagged-1 était fortement exprimé 
dans les tumeurs de CaP de haut grade et dans les métastases par rapport aux tumeurs primaires [353]. 
Ces données suggèrent que la voie Notch pourrait être impliquée dans l’EMT, et donc dans la 
progression tumorale du CaP et la formation des métastases osseuses.  
 
3.5. La voie de signalisation du récepteur des androgènes 
 
Plusieurs études ont montré le rôle de la signalisation du AR dans l’induction de l’EMT. 
Cependant, certains résultats sont contradictoires et bouleversent certaines certitudes concernant 
l’expression du AR. Cai et al. ont montré pour la première fois que la co-expression de Src et du AR 
dans les épithéliums prostatiques murins provoquait l’expression de marqueurs mésenchymateux 
[354]. Cette étude montre que l’EMT serait due à l’activation constitutive de la voie des MAPK 
induite par la surexpression simultanée du AR et de Src. De plus, la signalisation du AR est nécessaire 
à l’EMT induite par le TGFβ dans les cellules BPH-1 [355]. Enfin, Zhu et al. ont montré que 
l’administration de DHT induit l’EMT dans les cellules PC3 et LNCaP [356]. Il est possible que 
l’EMT-TF impliqué dans l’EMT induite par les androgènes soit ZEB1. En effet, il a été montré dans 
des cellules de cancer du sein que la signalisation du AR active la transcription de ZEB1 [357]. Deux 
études récentes ont montré que la signalisation du AR est impliquée dans la transcription des EMT-
TFs ZEB1 et ZEB2. En effet, il a récemment été montré que la stimulation de cellules LNCaP par les 
androgènes entraine la surexpression de ZEB2 [358]. De plus, le promoteur du gène ZEB1 possède des 
éléments de réponse aux androgènes (ARE) [359]. Dans cette étude, les cellules androgéno-
indépendantes DU145 transfectées avec un gène rapporteur contrôlé par les ARE de ZEB1 répondent 
au traitement par les androgènes. Ces résultats expliquent ceux obtenus par Zhu et al. sur le modèle 
PC3, et suggèrent  que la présence d’ARE sur le promoteur du gène ZEB1 pourrait être suffisante pour 
induire l’EMT suite aux traitements par les androgènes. Des investigations supplémentaires sont 












4. Régulation de l’EMT par les microARNs 
 
Les microARNs (miRs) inhibent de façon spécifique l’expression des gènes en se liant aux 
ARNs messagers, inhibant ainsi leur traduction ou favorisant leur dégradation. Il a été montré que les 
miRs sont notamment impliqués dans la régulation des EMT-TFs. Par exemple, miR-29b régule 
l’EMT en inhibant la N-cadhérine, TWIST et SNAIL dans les cellules PC3 [360]. De plus, miR-
1/miR-200b et SLUG forment une boucle de régulation négative, les miRs réprimant l’expression de 
SLUG, et SLUG inhibant l’expression des miRs [361]. Le même phénomène a été identifié entre miR-
203 et SNAIL [362]. Les membres de la famille miR-200 (comprenant miR-141, miR-200a, miR-
200b, miR-200c et miR-429) sont particulièrement importants dans le contrôle de l’EMT. La famille 
miR-200 et les protéines ZEB sont impliquées dans une boucle de régulation négative [363]. Il a été 
montré que l’expression ectopique de miR-200b était capable d’inhiber l’EMT induite par le TGFβ 
ainsi que l’expression de la fibronectine en inhibant l’expression de ZEB1 et ZEB2 [364]. Enfin, 
l’expression des miRs de la famille miR-200 est associée à la restauration des caractéristiques 
épithéliales dans les lignées cellulaires DU145 [304]. Dans le CaP, les miR-203 et miR-205 sont sous-
exprimés à la fois dans les lignées cellulaires mais aussi dans les biopsies [365], [366]. Les miRs sont 
eux-mêmes régulés par l’activation des voies d’induction de l’EMT. Par exemple, l’activation de la 
voie du PDGF réduit l’expression de miR-200, entrainant l’expression des facteurs mésenchymateux 
ZEB1, ZEB2 et SLUG [367]. De manière intéressante, il a été montré que le maintien du phénotype 
mésenchymateux due à l’expression autocrine du TGFβ est associé à la méthylation réversible du 
promoteur du gène codant miR-200 [368]. 
 
En plus de leur action inhibitrice sur les facteurs de transcriptions spécifiques de l’EMT, les 
miRs ciblent aussi les protéines Rho GTPases. En effet, il a été montré in vivo que miR-31 cible 
RhoA, entrainant une diminution de la dissémination des cellules de cancer du sein [369]. MiR-124 est 
également impliqué dans l’inhibition de l’invasion via son action régulatrice sur la kinase ROCK, un 
effecteur cytoplasmique de la signalisation de RhoA [370]. Enfin, le miR-194 peut inhiber 
l’expression de la N-cadhérine. Cependant, alors que les auteurs ont démontré que l’ARNm de la N-
cadhérine possède un site de liaison pour ce miR, il ne peut pas être exclu que cet effet soit dû à son 
action sur les facteurs de transcription de l’EMT [371].  
 
Au vu de ces données, il est clair que l’activité des miRs est essentielle au maintien du 
phénotype épithélial et qu’elle intervient dans le contrôle de la transition vers le phénotype 
mésenchymateux.  
 





L’étude des mécanismes de l’EMT est complexe. En effet, de nombreux phénomènes de 
signalisation croisée existent entre les différentes voies d’induction dont certains exemples ont été 
présentés. La voie du TGFβ reste la plus complexe de ce point de vue. Elle est notamment impliquée 
dans la signalisation croisée avec la voie des intégrines [372], avec la signalisation du AR via l’action 
des facteurs SMAD [373], également avec les voies Hedgehog et Notch [374], [375]. L’EMT participe 
également aux mécanismes de résistance aux taxanes, comme nous allons le voir dans le paragraphe 
suivant.  
 
5. Participation de l’EMT dans la résistance aux taxanes 
 
5.1. Relations entre CSC et EMT 
 
De nombreuses études montrent que le phénotype des cellules mésenchymateuses et des CSC 
est très similaire [376]. Cette relation peut être en partie expliquée par l’interconnexion de ces 
processus lors du développement embryonnaire. En effet, lors de la gastrulation les cellules souches 
épithéliales de l’épiblaste se différencient en réalisant une EMT pour permettre l’invagination du 
feuillet embryonnaire et la formation du mésoderme [377]. De manière intéressante, ces mêmes 
cellules donnent naissance à des cellules mésenchymateuses, caractérisées par une balance des 
cadhérines et une forte l’expression de la Vimentine quand elles sont remises en culture [378]. 
L’activation des voies de signalisation du développement et du TGFβ sont primordiales pour le 
maintien du phénotype mésenchymateux et des CSC. Tout comme les lignées mésenchymateuses, les 
CSC de cancer du sein expriment fortement le TGFβ1 et le TGFβRII et il a été montré que l’inhibition 
de cette voie de signalisation du TGFβ entraine la réversion des CSC vers un phénotype épithélial 
[379]. Les voies de signalisation WNT, Notch et hedgehog sont également impliquées dans l’auto-
renouvellement des CSC. Il a été montré que la voie WNT est suractivée dans les CSC de colon [380]. 
La voie Notch est à la fois impliquée dans l’EMT et dans la formation des CSC. Il a été montré que les 
CSC de gliome exprimant fortement ABCG2 et potentiellement résistantes aux drogues, sont 
caractérisées par une forte expression de Notch-1 [381].  
Le rôle des voies du développement dans la résistance au docetaxel a récemment été démontré 
par les travaux de Domingo-Domenech et al. En effet, les auteurs ont montré que les cellules 22RV1 
et DU145 résistantes au docetaxel sont caractérisées par l’expression du marqueur de CSC CD44 et 
l’activation constitutive des voies Notch et Hedgehog. De manière intéressante, l’inhibition 
pharmacologique de ces voies in vivo entraine une diminution de la croissance tumorale [382]. Ces 
résultats montrent la relation entre l’EMT et les CSC, deux phénotypes cellulaires impliqués dans la 
progression métastatique et la rechute.  





5.2. Description des mécanismes de résistance liés à l’EMT 
 
La résistance aux drogues associée à l’EMT a été décrite pour la première fois en 2006. Dans 
un modèle de NSCLC, Witta et al.ont démontré que la surexpression de l’E-cadhérine sensibilisait les 
cellules aux inhibiteurs d’EGFR. Ce phénomène a été démontré dans la résistance aux taxanes en 
utilisant des lignées de cancer du sein résistantes au docetaxel et au paclitaxel [383]. Les lignées 
résistantes utilisées sont caractérisées par la perte de l’E-cadhérine, l’expression de la Vimentine et du 
facteur de transcription SLUG. La surexpression du TGFβRII associée à celle de SMAD3 indique que 
le phénotype mésenchymateux acquis par ces lignées est dû à l’activation constitutive de la voie 
canonique du TGFβ. Cette voie est aussi impliquée dans la résistance au docetaxel des cellules PC3 et 
DU145 [384]. En effet, l’analyse des profils d’expression géniques entre les lignées résistantes et 
parentales a permis d’identifier plusieurs gènes dérégulés appartenant à cette voie comme le TGFβRII, 
TGFβRIII, l’intégrine β2 et le LTBP2 (latent TGFβ binding protein 2). Le prétraitement des cellules 
parentales avec le TGFβ1 augmente la survie des cellules traitées par docetaxel, démontrant le rôle de 
l’activation de cette voie d’induction de l’EMT dans la résistance au docetaxel. 
D’autres travaux rapportés très récemment confirment ce concept. En effet, il a été montré en 
2013 que l’expression de ZEB1 est critique pour le maintien du phénotype mésenchymateux et la 
résistance au docetaxel des lignées de NSCLC [385]. Le rôle des facteurs de transcription ZEB est 
également essentiel pour la résistance des cellules de CaP. Le maintien de l’expression de ZEB1 dans 
les  PC3 et DU145 résistantes au docetaxel est assuré par l’inhibition constitutive des miR-200c et 
miR-205 [386]. De manière intéressante, les auteurs associent le contrôle des facteurs de transcriptions 
spécifiques de l’EMT par les miRs aux caractéristiques de CSC de ces cellules. En effet, près de 56% 





. Ce phénomène est retrouvé dans plusieurs modèles de cancer, il a notamment été 
montré que l’expression ectopique de SNAIL et de TWIST entraine l’induction de l’EMT dans un 





Ces données montrent qu’il pourrait être intéressant d’utiliser les stratégies thérapeutiques qui ciblent 
les CSC pour traiter les tumeurs présentant des signes d’EMT, et ainsi inhiber la progression 


























































Les cellules IGR-CaP1, PC3, LNCaP et 22RV1 sensibles et résistantes au docetaxel sont cultivées en 
milieu RPMI1640 supplémenté avec 10% SVF (sérum de veau fœtal). Afin de maintenir le phénotype 
des lignées résistantes, les cellules sont traitées une fois par mois au docetaxel à la dose maximale 
tolérée par chaque lignée (IGR-CaP1-R : 100nM, PC3-R : 12nM, LNCaP-R : 12nM, 22RV1-R : 
100nM). Les cellules HEK-293 sont maintenues en milieu DMEM supplémenté avec 10% de SVF. 
 
Plasmides et réactifs 
Le vecteur d’expression du cluster miR-141/200c a été acheté chez System Biosciences (réf. 
PMIRH200c-141PA-1). La séquence de SHISA3-Flag a été conçue au laboratoire en insérant 
l’étiquette Flag après le nucléotide 258 (acide aminé 86). La séquence codante de SHISA3-Flag a été 
insérée en amont du promoteur EF1a par clonage dans le vecteur d’expression lentiviral pLv-2028 
(fourni par D. Compagno, IQUIBICEN-CONICET, Universidad de Buenos Aires, Argentina). Le 
vecteur pLv-SHISA3-Flag exprime la GFP comme gène rapporteur. Les constructions ont été vérifiées 
par séquençage. Le vecteur d’expression TGFβRII-HA a été fourni par N. Théret (Inserm U620, 
Rennes, France). Le docetaxel a été obtenu à la pharmacie de Gustave Roussy (Taxotère en solution 
injectable, 160mg/8ml). Pour les études in vitro, le docetaxel est dilué dans le milieu de culture, in 
vivo le docetaxel est dilué dans une solution de 0,9% NaCl supplémentée avec 5% de glucose. La 
protéine recombinante humaine TGFβ1 (R&D systems) a été reconstituée dans une solution stérile de 
4mM HCl contenant 1mg/ml d’albumine de sérum bovin (BSA, Euromedex). L’inhibiteur LY2157299 
(AbMole Biosciences) a été resuspendu dans le DMSO. 
 
Production d’un anticorps polyclonal anti-SHISA3 
Un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la partie C-terminale de la protéine SHISA3 humaine a 
été développé au laboratoire et produit par Eurogentec. Cet anticorps est dirigé contre le peptide C-
terminal FAYPLQQEPPLPGKSC (épitope 217-232).  D’autres anticorps polyclonaux anti-SHISA3 
ont été achetés par la suite, l’anti-SHISA3 dirigé contre l’épitope 158-186 (Abgent) et l’anticorps 









Transfection de siARN et de vecteur d’expression 
 
Les cellules sont transitoirement transfectées avec 10nM de siARN (petit ARN interférent) ciblant les 
gènes d’intérêts ou des contrôles négatifs (Stealth siRNA, Invitrogen) en utilisant la lipofectamine 
RNAiMAx (Invitrogen). Les siARNs dirigés contre SHISA3 utilisés dans ce travail sont les 
siSHISA3-94 (réf. HSS152694), siSHISA3-95 (réf. HSS152695) et siSHISA3-96 (réf. HSS152696), le 
contrôle utilisé est le siARN Medium GC. Les siARNs et la lipofectamine sont mis en solution dans le 
milieu OPTI-MEM (Gibco) puis ajoutés au milieu de culture. Le milieu est changé après 6h de 
transfection. Les cellules sont transitoirement transfectées avec 1μg de vecteur d’expression en 
utilisant le kit jetPRIME transfection reagent (Ozyme) selon le protocole du fournisseur. La solution 
est ajoutée au milieu de culture pendant 16-24h. Le milieu est remplacé à la fin du temps d’incubation.  
  
Extraction des ARNs totaux et des miRs 
Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits, puis lysées avec 1ml de TRIzol reagent (life 
technologies). Pour l’extraction des ARNs provenant de xénogreffes, les échantillons congelés sont 
placés dans un tube eppendorf de 2ml préalablement remplis avec 1ml de TRIzol reagent. Une bille 
d’acier stérile est ajoutée (Qiagen) puis les tissus sont lysés mécaniquement à froid (-80°C) en utilisant 
le Tissue Lyser II (Qiagen). Les ARNs sont ensuite purifiés avec le kit RNeasy Micro (Qiagen) selon 
le protocole fournis par le fabricant. L’intégrité des ARNs (RIN) est mesurée en utilisant le 
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Les ARNs issus de lignées cellulaires ayant un RIN>9, et les ARNs issus 
des xénogreffes ayant un RIN>7, sont utilisés pour la préparation des ADN complémentaires. Le 
protocole d’extraction des miRs est identique à celui utilisé pour les ARNs totaux. 
 
PCR quantitative en temps réel sur ARN totaux 
La transcription reverse des ARNs totaux est réalisée sur 1µg d’ARN, avec le kit GeneAmp RNA PCR 
Core Kit (Applied Biosystems). La PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) est réalisée avec le 
système Viia7 (Applied Biosystems) en utilisant 5µl d’ADN complémentaire dilué au 1/20ème dans 
un volume final de 25µl. Les amorces des gènes de référence et des gènes d’intérêt (primer TaqMan, 
Applied Biosystems) sont utilisées sont le protocole du fournisseur (tableau 5A). La quantité des 
ARNs transcrits est normalisée par l’amplification d’un contrôle endogène (GAPDH). La méthode du 
∆∆Ct a été utilisée pour quantifier les transcrits. Afin d’étudier l’expression d’un gène entre plusieurs 
lignées, les valeurs ∆∆Ct sont calculées en fonction de l’expression du gène dans un ARN contrôle 
universel (Applied Biosystems).  





PCR quantitative en temps réel sur miRs 
- Etude des contrôles endogènes : La transcription reverse des miRs est réalisée de façon 
individuelle à partir de 10ng d’ARN total à l’aide du kit TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
(Applied Biosystems) suivie d’une RT-qPCR en utilisant les TaqMan MicroRNA Assays (Applied 
Biosystems, réf. assay miR-24 : 000402, réf. assay RNU6B : 001093). L’amplification des transcrits 
est mesurée avec le système Viia7. Les valeurs de Ct sont déterminées par le logiciel du système et 
sont utilisées comme mesure de l’expression pour la détermination des contrôles endogènes.  
- Etude haut-débit : La transcription reverse de l’ensemble des miRs est réalisée avec le kit 
Megaplex Primer Pools A (Applied Biosystems) à partir d’1μg d’ARN total. La RT-qPCR utilise les 
cartes à micro-réseaux de faible densité « TLDA » (TaqMan Array Human Micro RNA A Cards v2.0, 
Applied Biosystems) qui contiennent les amorces de 377 miRs cibles et de 4 contrôles endogènes. La 
RT-qPCR est réalisée à l’aide du réactif Taqman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 
l’amplification des transcrits est  quantifiée par le système 7900HT et analysée avec le logiciel SDS 
(Applied Biosystems). Des triplicats biologiques indépendants sont réalisés pour chaque lignée 
cellulaire. Dans chaque condition, un miR est caractérisé par 3 valeurs de Ct (cycle threshold) 
correspondant à la mesure de son expression dans les triplicats biologiques. Si une valeur est 
manquante, elle est ajustée selon la méthode mathématique des k plus proches voisins. Si 2 ou 3 
valeurs manquent, le miR est supprimé. Les valeurs ∆Ct obtenues pour chaque triplicat de miRs sont 
rapportées sur un graphe à 3 axes. Le nuage de points obtenus permet de tracer une droite de 
projection qui permet l’estimation d’une unique valeur de ∆Ct par triplicat, permettant le calcul des 
fold change (FC). L’étude de la distribution des points nous a permis d’observer que les valeurs de Ct 
supérieures à 32 ne suivaient plus une distribution linéaire. Les miRs dont les valeurs sont supérieures 
à 32 Ct à la fois dans les triplicats de cellules résistantes et dans les triplicats sensibles ont donc été 
écartés des analyses, ces miRs étant trop peu exprimés pour que les différentiels d’expression soient 
fiables. 
 
PCR quantitative en temps réel sur tissus humains 
Les ADN complémentaires de 48 tissus humains et de 19 tissus tumoraux ont été fournis par les 
TissueScan Human Normal and TissueScan Human Cancer cDNAArrays (Origene). La RT-qPCR 
gène SHISA3 et du contrôle endogène GAPDH a été quantifiée en utilisant les sondes décrites dans le 
tableau 5A et le système Viia7 selon le protocole décris pour les ARNs totaux.  La méthode du ∆∆Ct a 
été utilisée pour quantifier les transcrits. 
 





Cytométrie en flux 
La cytométrie en flux a été utilisée pour déterminer l’expression des marqueurs de CSC CD44 et 
CD133. Les cellules ne sont pas perméabilisées afin de déterminer l’expression des protéines de 
surface. Les anticorps conjugués CD44-FITC (eBiosciences, réf. 57.0441.82) et CD133-APC 
(Miltenyi-Biotec, réf. 130.092.395) ont été utilisés. Les anticorps contrôles d’isotypes correspondants 
ont été inclus dans chaque analyse. Les cellules ont été analysées à l’aide du cytomètre FACS Calibur 
(Becton Dickinson). 
   
Extraction de protéines et Western Blot 
Les extraits cellulaires sont préparés en tampon RIPA (Cell Signaling) complété avec des inhibiteurs 
de protéases et de phosphatases (Sigma). La lyse s’effectue sur glace pendant 4h afin d’assurer la 
solubilisation de SHISA3. Concernant l’extraction des protéines issues de xénogreffes, les tumeurs 
congelées sont incubées dans du tampon RIPA, selon un rapport 10:1 (10μl de RIPA pour 1mg de 
tumeur). Les tumeurs sont ensuite lysées mécaniquement à froid en utilisant le système PreCellys 
(Bertin Technologies). Les lysats sont dosés à l’aide du kit Micro BCA Protein Assay (Pierce,) et 50µg 
de lysats sont utilisés pour les analyses en Western Blot. Après électrophorèse, les protéines sont 
transférées sur membranes de nitrocellulose (Invitrogen) puis saturées en tampon Tris Buffered Saline 
(Euromedex) supplémenté avec 0,01% de Tween 20 (TBS-T) et avec 5% de BSA. Les anticorps 
primaires sont dilués dans une solution de TBS-T + 1% BSA et incubés sur la nuit à 4°C avec 
agitation. Après trois lavages en TBS-T, les membranes sont incubées à température ambiante pendant 
1h avec les anticorps secondaires conjugués à la HRP (Horseradish peroxidase) dilués en TBS-T + 1% 
BSA. La révélation est réalisée avec le kit enhanced chemoluminescence-based detection (Pierce), 
puis est mesurée avec la caméra Chemidoc XRS+ (Biorad). Les anticorps utilisés sont référencés dans 
le tableau 5B. 
  
Immunofluorescence 
Les cellules sont ensemencées sur lamelles de verre stérile. Pour les études n’impliquant pas de 
traitement, les cellules sont cultivées pendant deux jours avant fixation. Pour les études impliquant un 
traitement par une drogue, une transfection de siARN ou de vecteur d’expression, les cellules sont 
cultivées pendant 24h pour permettre leur adhésion au support avant traitement. La fixation est réalisée 
à l’aide de paraformaldéhyde 4% (Euromedex). Les cellules fixées sont perméabilisées et saturées 
avec une solution de blocage composée de Phosphate Buffered Saline (PBS) supplémentée avec 0,2% 
de Triton X-100 (Sigma) et 2% de sérum de chèvre (Sigma). Les cellules sont incubées 1h30 à 





température ambiante avec les anticorps primaires dilués dans la solution de blocage. Après lavages en 
PBS/0,2% Triton X-100, les cellules sont incubées avec les anticorps secondaire conjugués à des 
fluorochromes dilués dans la solution de blocage, pendant 1h à température ambiante et à l’abri de la 
lumière. Les lamelles sont ensuite montées sur lame de verre en utilisant le milieu de montage 
Vectashield contenant du DAPI (Vector). Les lames sont séchées 1h à température ambiante à l’abri 
de la lumière puis scellées. Les anticorps utilisés sont référencés dans le tableau 5B. Les images sont 
prises au microscope à épifluorescence (Zeiss Axioplan 2) ou au microscope confocal (Leica TCS 
SPE). Les données obtenues sont analysées à l’aide du logiciel ImageJ (National Institutes of Health), 
les reconstitutions tridimensionnelles sont obtenues à l’aide du logiciel Imaris (Bitplane). 
 
Induction de l’EMT in vitro 
2,5.10
4
 cellules IGR-CaP1 et 5.10
4
 cellules PC3 sont ensemencées dans des puits de plaques 6 puits. 
Après 24h, les cellules sont transfectées avec 10nM de siARN ou traitées avec 10ng/ml de TGFβ1. Un 
autre traitement est réalisé après 36h pour maintenir l’induction pendant 5 jours nécessaires à 
l’expression des marqueurs mésenchymateux. Le milieu est renouvelé 6h après chaque transfection par 
siARN, et lors de chaque traitement par TGFβ1. La lyse des cellules et l’extraction des protéines sont 
réalisées en tampon RIPA 5 jours après la première transfection.  
  
Test de Migration cellulaire 
2.10
5
 cellules IGR-CaP1 et 4.10
5
 cellules PC3 sont ensemencées dans des puits de plaques 6 puits. Les 
cellules sont traitées par siARN afin d’induire l’EMT selon le protocole décris précédemment. Les 
blessures sont réalisées après 5 jours, le milieu est remplacé par du milieu non supplémenté en SVF 
pour inhiber la prolifération cellulaire. Les images sont prises à 0h, 12h et 24h à température ambiante 
en utilisant un microscope inversé (EVOS AMEX1200, Life Technologies). L’aire entre les bords de 
la blessure est quantifiée à l’aide du logiciel ImageJ. 
  
Cryolyse et co-immunoprécipitation 
La cryolyse est une technique efficace pour conserver les complexes protéiques sans l’ajout d’agents 
pontant [388], qui peuvent interférer avec les études en spectrométrie de masse. Pour chaque co-
immunoprécipitation, une flasque T150 de cellules confluentes a été utilisée. Les cellules sont 
trypsinées puis la réaction enzymatique est interrompue par l’ajout de milieu froid contenant 10% 
SVF. Les cellules sont ensuite lavées en PBS froid, puis centrifugées à 4°C 5min à 1200 tours/min. Le 





culot cellulaire obtenu est resuspendu dans une solution maintenue à 4°C contenant 20mM d’HEPES à 
pH 7,5, 1,2% de polyvinilpirrolidone et des inhibiteurs de protéases. La suspension cellulaire est 
ajoutée goutte à goutte dans de l’azote liquide. Les billes obtenues sont lysées mécaniquement à l’aide 
d’une bille d’acier et agitation au Tissue Lyser. Sept cycles de 2min à la fréquence de 30hertz sont 
nécessaires à l’obtention d’une cryopoudre. Entre chaque cycle, les portoirs et les échantillons sont 
refroidis dans l’azote liquide. Les protéines sont ensuite extraites à partir de la cryopoudre à l’aide 
d’un tampon non stringent (120mM NaCl, 20mM HEPES, 1mM EDTA, 5% glycérol, 1% Briij97, et 
inhibiteurs de protéases) sur une roue maintenue à 4°C pendant 30min. Les extraits sont ensuite 
centrifugés 5min à 10000 tours par minute à 4°C pour éliminer les débris cellulaires. 
Les co-immunoprécipitations sont réalisées immédiatement après obtention des extraits cellulaires. 
Des billes magnétiques Dynabeads recouvertes de protéine A (Life Technologies, réf. 10001D) sont 
préalablement incubées avec l’anticorps immunoprécipitant (rotation pendant 1h à 4°C). Les billes 
couplées aux anticorps sont ensuite ajoutées aux extraits cellulaires puis incubées sous rotation à 4°C 
pendant 30min. Enfin, les complexes protéiques sont élués à l’aide d’un tampon contenant du LDS 2x 
et du DTT (Novex).    
  
Mesure de la sécrétion de TGFβ1 
2.10
4
 cellules sont ensemencées en plaque 96 puits. La concentration du TGFβ1 est mesurée après 
24h, 48h et 72h de culture à l’aide du kit Human TGF-beta 1 Quantikine ELISA (R&D systems). Les 
concentrations sont calculées selon la méthode de la courbe standard. 
  
Test de viabilité cellulaire et IC50 
Pour les tests de résistance au docetaxel après induction de l’EMT, les cellules ont été préalablement 
traitées en plaque 6 puits comme décrit précédemment. Les cellules sont ensuite trypsinées et 
ensemencées en plaque 96 puits (5000 cellules sensibles et 10000 cellules résistantes). 24h après 
ensemencement, les cellules sont traitées avec une gamme de concentration de docetaxel. La viabilité 
cellulaire est déterminée 72h après traitement à l’aide du WST1 reagent (Roche) puis mesurée avec le 
système Victor X4 (Perkin Elmer). La viabilité cellulaire des cellules traitées au docetaxel a été 
comparée aux cellules non traitées pour calculer la fraction des cellules survivantes. L’IC50 est 
estimée à l’aide du logiciel Graphpad Prism. L’IC50 des cellules IGR-CaP1-R vivo a été obtenu selon 
le même protocole (5000 cellules parentales, 10000 cellules IGR-CaP1-R vivo). 
  





Test de clonogénicité 
1000 cellules IGR-CaP1 parentales et 2000 cellules IGR-CaP1-R sont ensemencées en plaque 6 puits. 
Après 24h, les cellules ont été traitées avec 25μM de LY2157299 ou avec le véhicule. 72h après le 
prétraitement, les cellules sont co-traitées avec le docetaxel (12nM pour les cellules sensibles, 100nM 
pour les cellules résistantes) et le LY2157299. Après 2 semaines de culture, les clones sont fixés et 
colorés au crystal violet (25% méthanol, 0.05% crystal violet). Les clones sont comptés à l’aide du 
logiciel ImageJ. 
  
Test statistique  
Le test de Student a été utilisé pour évaluer la significativité des résultats. Les astérisques représentent 
la puissance statistique des résultats : p <0,05 : * ; p <0,005 : ** ; p <0,0005 : ***. 
  
Etablissement de modèle in vivo de cancer de la prostate résistant au docetaxel 
Des souris athymiques Nude (NC-nu/nu) de 6 semaines ont été utilisées en accord avec les conditions 
européennes sur l’expérimentation animale. 1.106 cellules IGR-CaP1/megix et 1.107 cellules IGR-
CaP1-R12, R25 et R50 resuspendue dans du PBS stérile ont été injectées en sous-cutané sur le flanc 
droit des souris sans anesthésie. 2.10
6
 cellules IGR-CaP1-R vivo ont été injectées en sous-cutanée sur 
le flanc droit des souris avec ajout de matrigel (Corning). La croissance tumorale est suivie par mesure 
du volume au pied à coulisse (Mitutoyo) ou par mesure de la bioluminescence. La bioluminescence est 
mesurée après injection de 2mg dans 100µl de luciférine (Promega) par voie intrapéritonéale. Après 
15min d’incubation, la bioluminescence est quantifiée à l’aide du système  Ivis® Lumina II (Caliper) 
en utilisant les paramètres d’acquisition suivants : Temps d’acquisition : 3 min ; Binning : Large ; 
Incidence : latérale).  
 
Mise en culture de xénogreffes  
Les xénogreffes issues des tumeurs résistantes au docetaxel (P5) ont été découpées en morceaux de 
2mm
3
, puis placées dans des plaques 6 puits. Les tumeurs sont incubées à sec 1h à 37°C, 5% de CO2, 
la déshydratation permettant aux explants d’adhérer au support, puis les tumeurs sont incubées en 
milieu RPMI 1640. L’expansion des cellules tumorales est suivie au microscope optique. Au moment 
du premier passage, les cellules épithéliales qui n’ont pas encore adhéré sont récupérées dans le 
surnageant 30 min après ensemencent. Ce processus permet d’enrichir la population des cellules 





tumorales en éliminant les fibroblastes qui adhérent rapidement au support plastique. Il est renouvelé 
deux fois. La contamination éventuelle des cellules tumorales par les cellules stromales est évaluée par 
cytométrie en flux selon les critères de taille et de granularité. 




















Tableau 6 : Signature des gènes de résistance au docetaxel de la lignée IGR-CaP1. Les gènes sont extraits de la signature 






Objectifs du projet de thèse 
 
Les mécanismes de résistance à la chimiothérapie dans le CaP sont complexes et l’étude de ces 
mécanismes est techniquement difficile dans les tumeurs issues de patients. En effet, contrairement à 
de nombreux cancers, le CaP est caractérisé par le développement de microfoyers tumoraux. Les 
biopsies diagnostiques contiennent généralement très peu de matériel tumoral. De plus, le tropisme des 
cellules métastatiques pour l’os complexifie l’obtention de biopsies, celles-ci étant très douloureuses 
pour le patient. L’extraction de matériel biologique à partir des biopsies osseuses est peu fiable, la 
décalcification du tissu osseux pouvant dégrader les échantillons. Enfin, l’ablation de la prostate dans 
les stades précoces du traitement du cancer ne permet pas l’étude des mécanismes mis en place dans la 
résistance aux thérapies à partir de la tumeur. Il est donc nécessaire d’utiliser des modèles de CaP pour 
identifier et étudier les mécanismes impliqués dans la résistance à la chimiothérapie par docetaxel. 
Des modèles cellulaires résistants au docetaxel ont donc été établis au laboratoire par pression 
pharmacologique à long terme sur quatre lignées de CaP. L’équipe a ainsi obtenu deux lignées 
androgéno-indépendantes et 2 lignées androgéno-dépendantes résistantes au docetaxel. Les lignées 
IGR-CaP1-R, PC3-R, LNCaP-R et 22RV1-R sont respectivement résistantes à 100nM de docetaxel, 
12nM, 12nM et 100nM. De manière intéressante, les modèles IGR-CaP1 et 22RV1 sont capables 
d’acquérir une résistance à de très fortes doses de docetaxel (supérieures à 1mM pour les IGR-CaP1-
R, et plus de 200nM pour les 22RV1-R). Des analyses transcriptomiques ont été réalisées sur les 
clones résistants au docetaxel en comparaison avec les lignées parentales sensibles respectives. Trois 
signatures de résistance au docetaxel ont été établies (Fold change >2 ; pvalue<10
-10
). L’expression de 
209 gènes est significativement modifiée dans les cellules IGR-CaP1-R, 459 gènes dans les cellules 
PC3-R, et 856 gènes dans les cellules LNCaP-R. La signature de 209 gènes obtenue dans le modèle 
IGR-CaP1-R a récemment été publiés par l’équipe (tableau 6) [133]. Le modèle 22RV1-R, obtenu plus 
tardivement, n’a pas fait l’objet de telles analyses. Les miRs potentiellement impliqués dans la 
résistance à la chimiothérapie du modèle IGR-CaP1 ont initialement été identifiés par micro-array. 
Une signature de 65 miRs différentiellement exprimés entre la lignée IGR-CaP1 résistante au 
docetaxel et la lignée parentale a ainsi été obtenue (FC>1,75 ; pvalue <0,1). 
L’objectif de mon travail de thèse était de sélectionner de nouvelles cibles thérapeutiques en 
s’appuyant sur les résultats des analyses micro-array de gènes et de miRs obtenus par le laboratoire, 
puis d’étudier le mécanisme d’action de ces cibles dans les modèles cellulaires résistants au docetaxel 
établis au laboratoire. Le second objectif de ma thèse fut d’établir un modèle in vivo de CaP résistant 
au docetaxel qui permettrait d’étudier l’effet du ciblage de ces cibles in vivo et constitueraient les 



























Identification de nouvelles cibles dans le 
cancer de la prostate résistant au docetaxel 
par intégration de données de criblage 
 
 
L’identification de nouvelles cibles d’intérêt nécessite l’utilisation de technique de criblage 
haut-débit. Les micro-array ont permis au laboratoire d’établir des signatures de gènes de résistance au 
docetaxel dans les modèles cellulaires IGR-CaP1 et PC3. Cependant, le grand nombre de gènes 
identifiés ne permettait pas la sélection précise de nouvelles cibles. Les miRs ayant montré un rôle 
important dans la résistance au docetaxel, nous avons entrepris d’étudier leur expression dans les 
modèles cellulaires résistants établis au laboratoire. L’intégration des données issues des deux 
techniques de criblage devrait permettre une sélection robuste des nouveaux candidats. 
 
1. Etablissement des profils d’expression différentiels des miRs entre les 
cellules parentales et les cellules résistantes au docetaxel 
 
1.1. Détermination des contrôles endogènes 
 
La détermination précise de l’expression des miRs requiert une normalisation robuste des 
données, l’identification de miRs de référence est donc essentielle. Il a été montré entre des tissus 
sains et tumoraux de poumon que l’expression des miR-191 et miR-103 est mieux conservée que les 
gènes de ménage généralement utilisés comme l’ARN ribosomique 5S ou l’ARN nucléaire U6 
(RNU6B) [389]. Il est donc nécessaire d’identifier, dans le système étudié, les miRs ou autres petits 
ARN dont l’expression reste inchangée entre les différentes conditions expérimentales. Enfin, il est 
important d’utiliser des contrôles ayant des niveaux d’expression différents, ce qui permet une 
normalisation plus précise quelque soit le niveau d’expression des miRs. 






Tableau 7 : Profils d’expression différentielle des miRs dans les trois modèles de CaP résistants au docetaxel. Les 
valeurs représentent les FC obtenus en normalisant par les contrôles miR-24 et RNU6B.Les valeurs des ∆Ct de chaque 
triplicat ont été obtenues par une analyse bioinformatique tridimensionnelle des données expérimentales. Les miRs ayant des 
valeurs de Ct>32 ont été éliminés de l’analyse. Les astérisques identifient les miRs non exprimés dans une des conditions 
(lignée sensible ou résistante). Dans ce cas, la valeur de Ct de 40 a été attribuée pour le calcul des FC. Les miRs colorés en 
jaune sont surexprimés dans les cellules résistantes et les miRs colorés en bleu sont sous-exprimés. 
 
 
Tableau 8 : Validation des candidats de micro-array par PCR quantitative. Comparaison des profils  d’expression de 
miRs obtenus par micro-array et TLDA. Les miRs colorés en jaune sont surexprimés dans les cellules résistantes et les miRs 
colorés en bleu sont sous-exprimés. 
             





La stratégie d’identification des miRs contrôles que nous avons employée est similaire à celle 
récemment décrite par Tonge et al.[390]. L’expression globale des miRs préalablement obtenue par 
micro-array miR Agilent a permis d’identifier les miRs de ménages potentiels miR-1274b, miR-720 et 
miR-24, sur la base de leur expression entre les clones IGR-CaP1 résistants au docetaxel et la lignée 
parentale (≤ 15% de variation entre les différentes conditions). L’étude de l’expression de ces miRs et 
des contrôles endogènes utilisés classiquement a été réalisée par PCR quantitative en temps réel (RT-
qPCR). Nous avons observé que l’expression de RNU6B et miR-24 ne varie pas entre les différentes 
conditions (figure 20). Ces contrôles sont particulièrement intéressants du fait de leur différentiel 
d’expression (Ct entre 28 et 30 pour RNU6B, Ct entre 22 et 26 pour miR-24).  
 
Figure 20 : Validation des contrôles endogènes. L’expression a été évaluée parRT-qPCR dans les lignées IGR-CaP1, PC3 
et LNCaP sensibles et résistantes au docetaxel. Les valeurs représentent la moyenne Ct obtenus dans des triplicats 
biologiques. 
 
1.2. Profils d’expression des miRs potentiellement impliqués dans la résistance 
 
Les Taqman Low Density Array (TLDA) ont été utilisées afin de valider les hits de la 
signature micro-array. Cette technologie utilise la RT-qPCR pour mesurer l’expression de 377 miRs à 
partir d’un seul échantillon, ce qui permet une validation rapide, précise et fiable de la majorité des 
hits (56 des 66 miRs de la signature sont présents sur la carte). Les études ont été réalisées sur des 
triplicats biologiques de cellules IGR-CaP1, PC3 et LNCaP sensibles et résistantes au docetaxel.  
L’analyse bioinformatique des cartes TLDA a permis d’obtenir les profils d’expression des 
miRs dérégulés dans les lignées résistantes au docetaxel IGR-CaP1, PC3 et LNCaP.Trois signatures 
ont été établies (FC > 2), comprenant 25 miRs pour la lignée IGR-CaP1, 45 miRs pour les PC3 et 10 
pour les LNCaP (tableau 7). De façon surprenante, nous n’avons identifié dans cette approche que 8 
des 65 miRs préalablement identifiés par micro-array (tableau 8). Nous avons considéré la 
détermination par RT-qPCR plus robuste et quantitative que l’approche transcriptomique. La lignée 
LNCaP partage peu de miRs avec les autres lignées : miR-486-5p est fortement surexprimé dans les 
lignées LNCaP-R et PC3-R, le miR-660 est également exprimé dans la lignée IGR-CaP1-R mais à un 
FC proche du seuil de non significativité (FC= 2,2). Les signatures IGR-CaP1 et PC3 présentent plus 
de miRs communs. On observe que plusieurs miRs impliqués dans la résistance aux taxanes sont 





dérégulés dans les cellules résistantes, notamment les miR de la famille miR-200 (comprenant miR-
141, miR-429 et les miR-200a/b/c) et le miR-145 qui sont associés à la résistance au paclitaxel 
[391][392] et miR-20a dont l’expression est associée à la réponse au docetaxel chez les patients CRPC 
[393]. Dans les signatures IGR-CaP1 et PC3, on observe la surexpression de miR-181a, miR-628-5p, 
miR-218, miR-95, miR-574-3p et miR-31. Ce dernier est particulièrement intéressant puisqu’il est 
associé, en partenariat avec le cluster miR-141/200c, à la régulation de l’EMT et à la progression 
métastatique [394]. 
 
2. Identification de l’EMT dans le mécanisme de résistance au docetaxel 
 
2.1. Intégration des données issues des signatures de gènes et de miRs 
 
La famille des miR-200, fortement sous-exprimée dans les modèles résistants, est un acteur 
critique de l’EMT suggérant que ce processus est impliqué dans la résistance au docetaxel dans les 
lignées étudiées. Ce processus est associé à la résistance aux taxanes et à d’autres chimiothérapies. 
Tous les miRs impliqués dans l’EMT décrits dans la littérature ont été recherchés dans nos signatures 
L’étude bibliographique des différents miRs de nos signatures montrent que la régulation de 
l’expression des miRs correspond à l’induction et au maintien d’un phénotype mésenchymateux dans 





Tableau 9 : Intégration des données issues des analyses d’expression de gènes et de miRs. Le tableau A représente 
l’expression des miRs lors de l’EMT (données issues de la littérature) et l’expression observée dans nos lignées résistantes. 
La couleur orange représente une surexpression et le bleu une sous-expression. Le tableau B indique les gènes impliqués dans 
l’EMT retrouvés dans les 3 lignées résistantes au docetaxel. 





De plus, les profils d’expression différentielle de gènes préalablement obtenus par le 
laboratoire ([133] et données non publiées) ont été comparés à une signature correspondant à la méta-
analyse des gènes de l’EMT [395], dans laquelle l’expression des gènes a été étudiée après traitement 
au TGFβ sur de multiples modèles cellulaires. Treize des 130 gènes décrits sont retrouvés dans la 
signature de gènes de résistance au docetaxel de la lignée IGR-CaP1, 31 dans la signature PC3 et 11 
dans la signature LNCaP. De manière générale, les gènes identifiés dans les signatures IGR-CaP1 et 
PC3 sont exprimés de manière identique à la signature d’EMT de référence (en terme de sur ou sous-
expression), suggérant que les lignées IGR-CaP1-R et PC3-R expriment les gènes du phénotype 
mésenchymateux. Concernant le modèle LNCaP, seuls 5 gènes sur les 11 identifiés sont régulés de 
façon adéquate. Des études complémentaires seront nécessaires pour conclure sur le phénotype des 
cellules LNCaP-R. Le détail des gènes modulés de manière identique à la signature d’EMT proposée 
par Groger et al.est représenté dans le tableau 9B.  
 
2.2. Morphologie des cellules résistantes 
 
L’intégration des analyses haut-débit obtenues sur les modèles IGR-CaP1-R, PC3-R et 
LNCaP-R suggère que les cellules réalisent une EMT pour résister au docetaxel. Les cellules 
mésenchymateuses sont caractérisées par la perte de jonctions cellulaires ainsi que l’acquisition d’une 
morphologie de type fibroblastique importante pour la migration cellulaire. Comme on peut le voir 
dans la figure 21, ce changement morphologique est particulièrement visible dans les cellules PC3-R 
en comparaison à la lignée parentale. Les cellules PC3-R sont individualisées et présentent un 
phénotype fibroblastique caractéristique. Au contraire, les cellules LNCaP-R prolifèrent en amas 
cellulaires et semblent moins fusiformes que les cellules parentales, ces résultats étant cohérents avec 
ceux obtenus sur l’expression des gènes dans cette lignée. Enfin, le modèle IGR-CaP1-R ne semble 
pas morphologiquement différent de la lignée parentale, l’augmentation de la taille des cellules 
constitue la seule différence observable entre les deux lignées. 
 
Figure 21 : Morphologie des cellules résistantes au docetaxel comparée aux cellules parentales. Les photos ont été prises 
en contraste de phase au grossissement 40X . 





2.3. Le rôle du cluster miR-141/200 dans l’EMT des cellules IGR-CaP1-R 
 
MiR141/200c est l’un des clusters le plus sous-exprimé dans les lignées IGR-CaP1-R et PC3-
R. Il a été montré que ce cluster régule l’expression de ZEB1, un des facteurs de transcription essentiel 
de l’EMT dans les cellules de cancer du sein et du cancer colorectal [368], [396]. Une expérience 
préliminaire a permis de montrer que les lignées PC3 et LNCaP parentales n’expriment que très peu 
ZEB1 par rapport à la lignée IGR-CaP1 (figure 22A). De plus, on observe une augmentation de 
l’expression du facteur ZEB1 dans la lignée résistante IGR-CaP1-R, suggérant que ces cellules 
réalisent effectivement une EMT. Les cellules IGR-CaP1 sensibles et résistantes ont donc été utilisées 
pour valider l’effet fonctionnel du cluster miR141/200c sur l’expression de ZEB1. Après transfection 
transitoire du cluster miR-141/200c, nous observons une diminution de l’expression de ZEB1 dans les 
deux lignées (figure22B). Ces données suggèrent que la sous-expression du cluster miR141/200c 
observée dans les cellules résistantes au docetaxel est responsable de la levée d’inhibition de ZEB1, et 
pourrait entrainer l’induction de l’EMT.  
 
Figure 22 : Régulation de l’expression de ZEB1 par le cluster miR-141/200c. L’expression des protéines a été étudiée par 
western blot, l’actine est utilisée en tant que témoin de charge. L’expression de ZEB1 a été mesurée dans les lignées PC3, 
LNCaP et IGR-CaP1 (A). (B) Expression ectopique du cluster miR-141/200c dans les lignées IGR-CaP1 sensibles et 














Les études génomiques haut-débit dans nos 3 modèles cellulaires de CaP résistants au 
docetaxel ont permis d’obtenir des signatures robustes de gènes potentiellement impliqués dans la 
résistance. Ces données ont été complétées par l’établissement d’une signature d’expression des miRs 
dans le modèle IGR-CaP1. Le premier objectif de ma thèse a consisté à obtenir les profils 
d’expressions des miRs dans ces trois lignées afin de pouvoir intégrer ces données aux profils 
d’expression de gènes et permettre d’identifier une nouvelle cible impliquée dans la résistance au 
docetaxel. L’utilisation des cartes TLDA a permis de pointer les limites de la technologie des micro-
arrays dans l’étude des miRs, puisque seuls 8 miRs sur 65 ont été validés. Ce différentiel entre les 
deux techniques pourrait s’expliquer par le fait que les lignées cellulaires expriment moins de miRs 
que les tissus. Il semblerait que les micro-arrays, basées sur l’hybridation des miRs, soient peu 
sensibles dans la détection de miRs faiblement exprimés contrairement à la PCR quantitative, pour 
laquelle le matériel biologique est soumis à des cycles d’amplification [397]. Les profils d’expression 
obtenus par TLDA ont donc été considérés comme des signatures de miRs plus fiables.   
L’étude des signatures TLDA a permis l’identification de plusieurs miRs dérégulés dans les 
cellules résistantes, notamment la sous-expression du cluster miR-141/200c. Ce cluster est essentiel à 
l’EMT via son action régulatrice sur ZEB1. De manière intéressante, une grande majorité des miRs 
identifiés dans les signatures de résistance au docetaxel ont été associées à l’EMT très récemment. 
MiR-10b par exemple, est essentiel pour la formation de métastases osseuses induites par la 
surexpression de TWIST dans le cancer du sein [398]. MiR-148a, quant à lui, inhibe l’EMT en ciblant 
l’expression du récepteur c-Met [399]. Le miR le plus surexprimé dans les cellules IGR-CaP1-R, miR-
31, a récemment été impliqué dans l’induction de l’EMT dans les cellules de cancer colorectal [400]. 
Ce résultat est en contradiction avec ceux obtenus dans le cancer du sein puisque l’expression de  
miR-31 est inversement corrélée aux risque de développer des métastases [369]. Cependant, il a 
récemment été montré que la signalisation du AR régule négativement miR-31, probablement via la 
méthylation du promoteur du gène codant pour ce miR [401]. Il est possible que dans les lignées IGR-
CaP1-R et PC3-R n’exprimant pas le AR, miR-31 ne soit pas réprimé, ce qui pourrait entrainer sa 
surexpression et son rôle dans l’EMT de ces lignées.  
L’intégration des données d’expression de gènes et de miRs a permis l’identification d’un axe 
de régulation de l’EMT dans les cellules de CaP résistantes au docetaxel qui implique le cluster miR-
141/200c et sa cible, le facteur de transcription mésenchymateux ZEB1. Ces résultats ont fait l’objet 
d’une présentation par poster au congrès international de l’American Association for Cancer Research 
en 2012 (Abstract [402]). La même année, le groupe de Z. Culig a montré que miR-200c était sous-
exprimé dans les lignées PC3 et DU145 résistantes au docetaxel présentant des caractéristiques 





mésenchymateuses. L’inhibition de l’expression de ce miR dans les lignées parentales induit une EMT 
et l’augmentation de leurs capacités invasives [386]. La publication de ces résultats nous a amené à 
orienter notre étude du rôle de l’EMT dans la résistance au docetaxel des cellules de CaP en dehors du 










Dissection du mécanisme d’EMT induit dans 
les cellules de cancer de la prostate 
résistantes au docetaxel 
 
 
1. Caractérisation de l’EMT dans les modèles cellulaires résistants au 
docetaxel 
 
Afin de caractériser le phénotype mésenchymateux associé à la résistance au docetaxel, nous 
avons étudié quatre lignées résistantes développées au laboratoire : les cellules IGR-CaP1-R, PC3-R et 
LNCaP-R décrites précédemment, ainsi que la lignée 22RV1-R.  
 
1.1. Expression des marqueurs d’EMT dans les cellules résistantes au docetaxel 
 
L’expression de gènes marqueurs d’EMT entre les lignées résistantes au docetaxel et les 
lignées parentales a été évaluée par PCR quantitative. Comme on peut le voir sur la figure 23, une 
diminution de l’expression du gène CDH1, codant pour l’E-cadhérine, est observée dans les quatre 
modèles cellulaires résistants au docetaxel. Cette diminution est corrélée à la baisse d’expression 
d’EPCAM, excepté pour LNCaP-R, suggérant que les quatre modèles résistants au docetaxel ont perdu 
leurs caractéristiques épithéliales. L’expression des marqueurs mésenchymateux a été évaluée en 
mesurant l’expression de VIM et de CDH2, codant respectivement pour la Vimentine et la N-
cadhérine. VIM est surexprimé dans les modèles IGR-CaP-R, PC3-R et LNCaP-R alors qu’elle est 
sous-exprimée dans la lignée 22RV1-R. La balance d’expression entre  CDH1 et CDH2 n’est observée 
que dans le modèle PC3-R. On remarque néanmoins que les cellules 22RV1-R surexpriment le gène 
CDH2 alors que son expression n’est pas détectée dans les lignées IGR-CaP1-R et LNCaP-R. Ces 
résultats suggèrent que les lignées résistantes ont un phénotype mixte, excepté les cellules PC3-R qui 
présentent les caractéristiques des cellules mésenchymateuses. 





Figure 23 : Expression des gènes spécifiques de l’EMT dans les lignées sensibles et résistantes au docetaxel. Les 
données sont représentées comme un rapport d’expression entre les lignées résistantes et sensibles. 
 
Afin de valider les résultats d’expression de gène, l’expression protéique de l’E-cadhérine et 
de la Vimentine a été analysée dans les quatre modèles cellulaires par western blot. La diminution 
d’expression du marqueur épithélial n’a été observée que dans les cellules IGR-CaP-R et PC3-R 
(figure 24). De plus, seuls ces modèles présentent une augmentation de l’expression de la Vimentine. 
Ces résultats montrent que seuls les modèles résistants androgéno-indépendants ont réalisé une EMT.  
   
Figure 24 : Expression des marqueurs d’EMT dans les lignées sensibles et résistantes au docetaxel. L’actine sert de 
témoin de charge. Les quantifications ont été réalisées avec le logiciel ImageJ. 




1.2. Expression des marqueurs de CSC dans les cellules résistantes au docetaxel 
 
Afin d’étudier le caractère souche de nos lignées résistantes au docetaxel, l’expression des 
gènes CD44et CD133 a été mesurée. Une surexpression de CD44 a été observée dans les lignées IGR-
CaP1-R, PC3-R et 22RV1-R (figure 25). Cependant, l’autre marqueur de CSC CD133 semble sous-
exprimé dans les deux lignées androgéno-indépendantes et n’est pas détecté dans les lignées 22RV1 et 
LNCaP.  
 
Figure 25 : Expression des gènes de CSC dans les lignées sensibles et résistantes au docetaxel. Les données sont 
représentées comme un rapport d’expression entre les lignées résistantes et sensibles. 
Afin de confirmer ce résultat, une analyse de l’expression protéique de CD44 et CD133 a été 
réalisée par cytométrie en flux. De manière intéressante, l’expression du marqueur CD44 permet de 
distinguer deux populations dans les cellules PC3 parentales, une population qui n’exprime pas le 
marqueur et l’autre qui l’exprime (figure 26). Le même phénomène est observé dans les cellules IGR-
CaP1 sensibles mais avec le marqueur CD133. Nous pouvons remarquer que dans les lignées 
résistantes respectives, seule subsiste la population exprimant les marqueurs de CSC. Ces résultats 
suggèrent que lors de l’établissement des lignées résistantes, les cellules exprimant les marqueurs de 
CSC ont été sélectionnées (CD44 pour les PC3 et CD133 pour les cellules IGR-CaP1). Ces données 
confirment les résultats précédemment obtenus au laboratoire qui montraient que les clones issus des 
cellules parentales présentant une forte expression de CD44 et CD133 étaient plus résistants au 
docetaxel ([13] et données non publiées). 
 
Figure 26 : Expression des marqueurs CSC. La quantité de CD44 et CD133 a été quantifiée par cytométrie en flux. Les 
marqueurs sont placés en fonction du signal obtenu avec une immunoglobuline contrôle (valeur du contrôle 1%). 




1.3. Nature des jonctions cellulaires dans les modèles résistants au docetaxel 
 
Les cellules résistantes issues des lignées androgéno-dépendantes ne présentent pas le 
phénotype méchenchymateux ou cellule souche attendus, ce qui confirme les résultats de morphologie 
observés avec les cellules LNCaP. Ces résultats suggèrent que ces cellules ont développé d’autres 
mécanismes de résistance au docetaxel. Dans ce travail de thèse, nous poursuivrons notre investigation 
des mécanismes de l’EMT dans les modèles IGR-CaP1 et PC3. 
1.3.1. Jonctions serrées 
 
Comme décrit dans l’introduction, la perte des jonctions serrées est un événement précoce et 
caractéristique de l’EMT. Deux marqueurs ont été utilisés pour étudier les jonctions serrées dans nos 
modèles cellulaires, l’occludine et ZO-1. Une diminution de l’expression de l’occludine est observée 
dans les deux modèles cellulaires résistants (figure 27A). Dans les cellules PC3-R, cette diminution est 
associée à la sous-expression de ZO-1. L’observation de la localisation cellulaire de l’occludine 
permet de valider ces résultats dans les deux lignées (figure 27B). De manière intéressante, on peut 
observer que la localisation cellulaire de l’occludine diffère entre les deux modèles parentaux, les 
cellules IGR-CaP1 exprimant la protéine sur l’ensemble de la membrane plasmique alors que la 
protéine semble concentrée dans certaines zones de contact pour les cellules PC3. Ces résultats 
suggèrent que les cellules résistantes au docetaxel ne forment plus de jonctions serrées. 
 
Figure 27 : Expression des marqueurs de jonctions serrées dans les modèles résistantes au docetaxel. Détection par 
western blot des protéines de jonctions serrées dans les lysats cellulaires totaux, l’actine est utilisée comme témoin de charge 
(A). Localisation cellulaire de l’occludine par immunofluorescence. Les images ont été prises à l’objectif 63x avec les mêmes 
réglages (B). 
 




1.3.2. Jonctions adhérentes et desmosomes 
 
L’EMT est caractérisée par la perte des jonctions adhérentes et des desmosomes. La perte de 
ces jonctions d’ancrage permet le détachement des cellules de la membrane basale et leur migration. 
La balance entre l’E-cadhérine et la N-cadhérine est observée dans les deux modèles cellulaires 
résistants au docetaxel (figure 28A). La balance des cadhérines est associée à une diminution de 
l’expression de la plakoglobine, un constituant des desmosomes (figure 28B).  
 
Figure 28 : Expression des protéines de jonctions adhérentes et des desmosomes. Détection par western blot des 
protéines des cadhérines (A) et de la plakoglobine (B) dans les lysats cellulaires totaux, l’actine est utilisée comme témoin de 
charge. 
L’étude de la localisation cellulaire de ces protéines par immunofluorescence a permis de 
valider ces résultats dans les deux lignées, seule l’expression de la N-cadhérine dans la lignée IGR-
CaP1-R n’est pas détectée (figure 29). De manière intéressante, aucune baisse significative de 
l’intensité de fluorescence de l’E-cadhérine n’est visible entre les cellules IGR-CaP1 et IGR-CaP1-R. 
La différence observée se faisant au niveau de la localisation intracellulaire de la protéine. En effet, 
l’E-cadhérine est localisée au niveau des jonctions cellulaires dans les cellules parentales alors qu’elle 
est exprimée au niveau périnucléaire dans les cellules résistantes. 
 
Figure 29 : Localisation cellulaire des protéines de jonctions adhérentes et du desmosome. Les protéines d’intérêts sont 
marquées en vert, les noyaux en bleu (DAPI). 




1.4. Expression des facteurs de transcriptions de l’EMT 
 
L’expression des EMT-TF a été étudiée dans les lignées résistantes et sensibles au docetaxel. 
On observe une surexpression de la protéine ZEB1 dans les deux lignées résistantes (figure 30A). De 
manière intéressante, la lignée IGR-CaP1 sensible exprime ZEB1 au niveau basal. Ce résultat, en plus 
de l’expression de la Vimentine observée précédemment, suggère que la lignée IGR-CaP1 parentale 
possède un phénotype mixte. La surexpression de ZEB1 a été validée en immunofluorescence dans la 
lignée PC3-R, où on observe un fort marquage nucléaire de ZEB1 (figure 30B). Cependant, l’imagerie 
par immunofluorescence ne permet pas d’observer de différence de signal entre la lignée IGR-CaP1-R 
et la lignée parentale. SNAIL et SLUG sont également surexprimés mais uniquement dans le modèle 
IGR-CaP1. Aucun changement de l’expression de TWIST n’est observé dans les lignées résistantes, 
on remarque cependant que les cellules parentales expriment ce EMT-TF au niveau basal. L’étude de 
l’expression des gènes ZEB1 et SNAIL par RT-qPCR confirme les résultats obtenus en western blot, et 
démontre la forte expression de ZEB1 dans les cellules résistantes au docetaxel (figure 30C). 
 
Figure 30 : Expression des EMT-TF dans les cellules résistantes au docetaxel. Détection par western blot des EMT-TF 
dans les lysats cellulaires totaux, l’actine est utilisée comme témoin de charge (A). ZEB1 est marquée en vert, les noyaux en 
bleu (DAPI) (B).Les données sont représentées comme un rapport d’expression entre les lignées résistantes et sensibles (C). 
 




2. Identification des inducteurs impliqués dans l’EMT des cellules 
résistantes au docetaxel. 
 
2.1. Voies de signalisation régulées dans les cellules résistantes 
  
 Afin de déterminer quelle voie d’induction de l’EMT est préférentiellement mise en jeu dans 
nos modèles cellulaires, les signatures de gènes de résistance au docetaxel des IGR-CaP1 et PC3 ont 
été analysées avec le logiciel Ingenuity. Ce logiciel utilise les données de la littérature pour distinguer 
les réseaux d’interactions entre les candidats, les voies de signalisations régulées, les processus 
cellulaires mis en place etc… Le tableau 10 présente les voies canoniques les plus significativement 
régulées dans les cellules IGR-CaP1-R (10A) et PC3-R (10B). Parmi ces voies, quatre sont communes 
aux deux lignées résistantes (en gras dans les tableaux). Parmi elles, seule la voie WNT/β-caténine est 
impliquée dans l’induction de l’EMT. Cette analyse suggère que la voie d’induction de l’EMT dans 
nos lignées de CaP résistantes au docetaxel est la voie de signalisation WNT canonique. 
2.2. Expression des gènes cibles de la voie WNT 
 
 En comparant les données issues de nos signatures à une liste des gènes cibles de la voie 
WNT, 7 gènes dans les IGR-CaP1-R et 5 gènes dans les PC3-R ont pu être identifiés (figure 31). La 
comparaison des données de la littérature et des données d’expression en micro-array est présentée 
dans la figure 31. On observe que l’expression de ces gènes est cohérente avec une activation de la 
voie WNT/β-caténine dans les modèles résistants des deux lignées.  
 
Figure 31 : Identification des gènes cibles de la voie WNT/β-caténine exprimés dans les signatures de résistance au 
docetaxel. Le diagramme de Venn représente le croisement des gènes de nos signatures micro-array avec une liste de gènes 
cibles de la voie WNT/β-caténine (source : SA Biosciences). Les carrés de couleur représentent la transcription des gènes 
après activation de la voie WNT/β-caténine, les carrés rouges représentent l’activation de la transcription du gène cible, les 
carrés verts son inhibition. Les données ont été obtenues par revue bibliographique (références utilisées : [403]–[409]). 





Tableau 10 : Voies de signalisation régulées dans les cellules résistantes au docetaxel. Les tableaux présentent les voies 
modulées dans les cellules IGR-CaP1-R (A) et PC3-R (B) d’après le logiciel Ingenuity. Le seuil de significativité est placé à 
5%. Les voies communes aux deux lignées sont en gras, les voies en rouge représentent les voies impliquées dans l’EMT 
décrites dans la littérature. Paramètres d’analyse Ingenuity : espèce humaine, tous tissus et lignées cellulaires. 




2.3. Etat d’activation de la voie WNT/β-caténine dans les cellules résistantes au 
docetaxel 
 
 Comme nous l’avons vu dans le chapitre 4 de l’introduction, la kinase impliquée dans la 
dégradation de la β-caténine est la GSK3β. Lorsque la voie est activée, la GSK3β est inactivée par 
phosphorylation sur la sérine 9, ce qui stabilise la β-caténine et permet la transcription de gènes cibles. 
Une augmentation de la phosphorylation sur sérine 9 de la GSK3β est observée dans les cellules 
résistantes au docetaxel et aucune différence n’est observée au niveau de la phosphorylation activatrice 
en tyrosine 216 (figure 32). Ces données suggèrent que la voie WNT/β-caténine est constitutivement 
activée dans les cellules IGR-CaP1-R et PC3-R. Compte tenu du fait que la voie WNT canonique peut 
participer à l’EMT, il est possible que cette voie soit impliquée dans l’induction de l’EMT dans nos 
modèles résistants.  
 
Figure 32 : Etat d'activation de la kinase GSK3β. Les quantifications ont été réalisées avec le logiciel ImageJ et 















 Au cours de ces travaux, nous avons montré que les cellules résistantes au docetaxel ne 
présentent pas toutes les marqueurs d’EMT. Les lignées androgéno-dépendantes 22RV1 et LNCaP 
résistantes au docetaxel expriment fortement les marqueurs épithéliaux et n’expriment pas le EMT-TF 
ZEB1 (Ct > 38, données non présentées). Nous avons évoqué en introduction la possibilité que la 
signalisation du AR peut induire l’EMT dans les cellules de CaP. Cependant, plusieurs travaux cités 
montrent que l’induction de l’EMT est plus importante dans les lignées androgéno-indépendantes. En 
effet, les travaux de Jacob et al. montrent que le traitement des lignées PC3 et DU145 par les 
androgènes induit une surexpression de ZEB2 plus importante comparé à celle obtenue dans la lignée 
LNCaP. De même, Zhu et al. ont montré dans la lignée LNCaP que l’inhibition partielle du AR 
augmente leur capacité à déclencher une EMT suite au traitement à la DHT. Ces résultats permettent 
de proposer l’hypothèse qu’une faible expression du AR augmente la sensibilité à l’induction de 
l’EMT par les androgènes. Nos résultats ne permettent pas de répondre au problème posé, cependant 
elles apportent un nouvel exemple de ce paradoxe dans un contexte de réponse à la chimiothérapie.  
 Nos travaux ont montré que les cellules IGR-CaP1-R et PC3-R expriment les marqueurs de 
CSC CD44 ou CD133, alors que les lignées androgéno-dépendantes n’expriment pas ces marqueurs 
(excepté CD44 pour les lignées 22RV1 et 22RV1-R). De manière intéressante, une sous-population de 
ces cellules est retrouvée dans les lignées sensibles. Il semblerait donc que le traitement au docetaxel 
sélectionne le phénotype CSC. Ces résultats sont cohérents avec les données publiées dans la 
littérature, et démontrent l’étroite relation entre le phénotype mésenchymateux et le phénotype CSC. 
 La caractérisation de l’EMT dans les cellules IGR-CaP1 parentales a montré que ces cellules 
expriment certains des marqueurs mésenchymateux comme la Vimentine et ZEB1. Il est possible que 
les cellules exprimant les marqueurs mésenchymateux correspondent à la population de cellules qui 
exprime CD133. En effet, dans des cellules primaires de poumons, il a été montré que ZEB1 est 
surexprimé dans les cellules positives pour CD133 [410]. Ce phénotype mixte pourrait expliquer 
pourquoi le modèle résistant issu de cette lignée a été obtenu plus rapidement que les autres. 
 L’étude bioinformatique de la signature a permis de proposer la voie WNT/β-caténine comme 
la voie possible d’induction de l’EMT dans les cellules résistantes. Il a été montré que la destruction 
des jonctions adhérentes par l’acide lysophosphatidique déclenche une relocalisation de l’E-cadhérine 
au niveau d’endosomes de recyclage périnucléaires [411]. Dans ce cas, la β-caténine reste liée à l’E-
cadhérine dans les endosomes de recyclage puis est transloquée rapidement dans le noyau. Les auteurs 
ont montré que l’activation de la voie WNT/β-caténine consécutive à la destruction des jonctions 
adhérentes entraine une augmentation de la transcription de ses gènes cibles par rapport à la 
transcription observée après stimulation des cellules possédant leurs jonctions. Ces données suggèrent 




que la localisation de l’E-cadhérine dans les endosomes de recyclage augmente la sensibilité aux 
stimuli de la voie WNT/β-caténine.  La localisation cellulaire de l’E-cadhérine au niveau périnucléaire 
dans les cellules IGR-CaP1-R pourrait donc suggérer une hypersensibilité à la signalisation WNT/β-
caténine. Enfin, l’inhibition de la kinase GSK3β que nous observons dans les cellules résistantes 
suggère une activation constitutive de la voie WNT/β-caténine. La GSK3β est classiquement utilisée 
dans l’étude de l’activation de la voie WNT/β-caténine, cependant elle possède également un rôle dans 
la régulation de la voie Notch. Toutefois, l’inactivation de GSK3β induit une inhibition de la voie 
Notch [412], [413], ce qui n’est pas cohérent avec le phénotype EMT observé dans nos cellules 
résistantes au docetaxel.  
L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’EMT induite dans nos lignées est due à une 
activation constitutive de la voie WNT/β-caténine. Cela nous a conduit à rechercher les gènes 
régulateurs de cette voie dans les signatures de résistance au docetaxel. SHISA3, le gène le plus sous-
exprimé dans les cellules IGR-CaP1-R (tableau 6), est décrit comme un inhibiteur des récepteurs FZD 
et FGFR ayant un rôle critique dans le développement embryonnaire du xénope. Puisque ces deux 
voies de signalisation sont impliquées dans l’induction de l’EMT, nous avons pensé que SHISA3 








































1. Contexte bibliographique 
 
1.1. Les gènes SHISA et leur expression au cours du développement 
 
SHISA3 fait partie de la famille des gènes SHISA, comprenant 9 membres. Cette famille de 
gènes est exclusivement exprimée chez les vertébrés, le gène SHISA1 n’étant pas exprimé chez les 
mammifères [414]. Ces gènes codent pour des protéines adaptatrices de taille variable, toutes 
caractérisées par un domaine transmembranaire, un peptide signal, un domaine riche en cystéines en 
position N-terminale et un domaine riche en prolines dans la partie C-terminale (figure 33). L’analyse 
bioinformatique des séquences protéiques de cette famille dans de multiples espèces suggère que les 
protéines SHISA correspondent à des protéines transmembranaires ayant leur région C-terminale dans 
le compartiment cytosolique [415]. SHISA1 a été décrit pour la première fois chez le xénope en 2005 
[416]. L’expression de ce gène est augmentée au cours de la gastrulation, une étape embryonnaire 
essentiellement régulée par la voie WNT. L’inhibition de SHISA1 au stade quatre cellules entraine des 
malformations de la tête du xénope. Chez le poulet et la souris, SHISA1 possède le même profil 
d’expression. Il est exprimé dans l’endoderme antérieur viscéral, les somites et le cerveau antérieur, 
des tissus qui sont reconnus pour être modulés par les voies WNT et FGF [417]. De manière 
intéressante, le profil d’expression de SHISA1 et de SHISA2 est totalement opposé, SHISA1 étant 
impliqué dans le développement de la région antérieure du xénope et SHISA2 au niveau postérieur 
[418]. SHISA3 a été étudié pour la première fois chez la souris, où il est exprimé lors du 
développement du rein, des intestins et du mésencéphale. Les souris Knock-out pour SHISA3 donnent 
naissance à des individus normaux, suggérant l’existence de mécanismes de compensation avec 
d’autres membres de la famille ou avec d’autres régulateurs des voies WNT et FGF [414]. L’étude de 
l’expression des différents gènes SHISA au cours du développement montre que leur expression est 
tissu-spécifique. 




1.2. SHISA3 dans l’inhibition des voies WNT et FGF 
 
Les données publiées chez le xénope montrent que SHISA1 interagit avec les formes 
immatures des récepteurs FZD8 et FGFR1, et empêche leur maturation en les séquestrant dans le 
réticulum endoplasmique. SHISA2 et SHISA3 possèdent la même fonction d’inhibition sur les voies 
WNT et FGF, et agirait selon un mécanisme similaire à celui décrit pour SHISA1 [419]. Selon les 
prédictions obtenues par l’étude bioinformatique des séquences des gènes SHISA, les membres de la 
famille peuvent être divisés en sous-groupes en fonction de leurs domaines d’interaction et leurs 
modifications post-traductionnelles. Les gènes SHISA1-5 possèdent plusieurs résidus cystéines 
susceptibles de constituer un site de modification lipidique (domaine C, figure 33), comme la 
palmitoylation, pour permettre leur localisation vers différents microdomaines membranaires.  
 
Figure 33 : Structure des protéines de la famille SHISA. Source Pei 2012 
Les gènes SHISA3-8 contiennent un motif PY dans au niveau de leur région C-terminale. Ces 
motifs permettent l’interaction avec des protéines contenant un domaine WW, tels que les E3 
ubiquitine ligase de la famille NEDD4 contenant des domaines HECT. Les protéines SHISA3-8 
pourrait donc servir de protéines adaptatrices pour réguler l’ubiquitination de protéines cibles. De 
manière intéressante, les protéines SHISA1-2 et 9 ne possèdent pas ce motif.  De plus, SHISA1-2 et 
SHISA6-9 possèdent un domaine d’interaction PDZ, absent des protéines SHISA3-5. Ces domaines 
permettent l’interaction avec d’autres domaines d’interaction tels que les domaines SH3. Ces 
hypothèses issues d’études bioinformatiques ont été démontrées in vitro pour la protéine SHISA9. En 
effet, SHISA9 désensibilise le récepteur AMPA dans le gyrus denté selon un mécanisme indépendant 
de l’ubiquitination du récepteur. Récemment, il a été montré que l’interaction des partenaires de 
SHISA9 via le domaine PDZ est essentielle à sa fonction [420]. Ces données suggèrent que 
contrairement à ce qui a été décrit chez le xénope, SHISA1-2 et SHISA3 pourraient agir selon un 
mécanisme différent. Les mécanismes potentiels de régulation des cibles des protéines SHISA sont 
décrits en figure 34. 
 
Figure 34 : Mécanismes d'action potentiels des protéines SHISA. Adapté de Pei 2012. A) Mécanisme d’inhibition des 
récepteurs cibles en partenariat avec les E3 ubiquitine ligases à domaine HECT. B) Mécanisme impliqué dans la 
désensibilisation du récepteur AMPA par SHISA9. C) Séquestration des récepteurs cibles dans la membrane du réticulum 
endoplasmique. 




1.3. Expression de SHISA3 chez l’homme 
 
Il existe très peu de données concernant l’expression de SHISA3 chez l’homme, SHISA3 
ayant principalement été étudié chez le xénope. Bien que la lignée cellulaire utilisée pour valider la 
fonction de la protéine sur la régulation des voies WNT et FGF soit un modèle humain (HEK-293 : 
human embryonic kidney) [416], [419], seules des expériences de surexpression ont été réalisées, et 
aucune information sur l’expression endogène de la protéine n’est disponible. Les sources les plus 
importantes concernant l’expression de SHISA3 sont les bases de données publiques qui rassemblent 
les résultats de différentes études haut-débit. Ces données montrent que chez l’Homme, SHISA3 est 
particulièrement exprimé dans les tissus urogénitaux (glandes surrénales, rein et dans une plus faible 
mesure les testicules et la prostate), le poumon, le cœur et le colon (figure 35). Il est important de noter 
que cette étude ne constitue pas une vue exhaustive, une forte expression du gène ayant aussi été 
observée dans les tissus nerveux (projet BioGPS : http://biogps.org/). De manière intéressante, ce 
profil d’expression correspond à celui observé lors du développement embryonnaire de la souris décrit 
précédemment. 
 
Finalement, au moment où nous avons débuté l’étude de SHISA3 chez l’homme, aucune 
bibliographie, ni aucun outil moléculaire n’existait pour ce gène. Cependant, au vu de son rôle dans les 
voies du développement liées à l’EMT et du fait qu’il correspondait au gène le plus sous-exprimé de 
nos lignées résistantes présentant un phénotype mésenchymateux, nous avons choisi d’étudier le rôle 





Figure 35 : Profil d'expression de SHISA3 chez l'homme par tissu. Source EMBL-EBI 




2. Expression de SHISA3 dans les modèles résistants au docetaxel 
 
2.1. Expression des gènes de la famille SHISA dans le modèle IGR-CaP1 
 
L’expression des gènes de la famille SHISA (SHISA2 à 9) a été quantifiée dans les lignées 
IGR-CaP1 sensibles et résistantes au docetaxel (figure 36). La sous-expression de SHISA3 est validée 
dans la lignée résistante (Ct = 22 dans les cellules parentales, Ct = 28 dans les cellules résistantes). De 
manière intéressante, les gènes SHISA2, SHISA4 et SHISA5 sont surexprimés dans la lignée IGR-
CaP1-R, les gènes SHISA6 à SHISA9 sont quant à eux peu ou pas exprimés dans les deux lignées. La 
perte d’expression de SHISA3 est un événement précoce dans l’établissement de la résistance au 
docetaxel. En effet, la sous-expression du gène est déjà observée dans les clones résistants à 5nM de 
docetaxel et maintenue au cours des traitements successifs (figure 37). 
 
Figure 36 : Expression des gènes de la famille SHISA dans les lignées IGR-CaP1 sensibles et résistantes au docetaxel. 
L’expression du gène est mesurée par PCR quantitative. Les valeurs sont normalisées par l’expression  du gène SHISA3 dans 
la lignée sensible. 
 
Figure 37 : Expression de SHISA3 dans les clones IGR-CaP1 résistants à des doses croissantes de docetaxel. Les 
valeurs sont normalisées par l’expression  du gène SHISA3 dans la lignée sensible. Les clones IGR-CaP1-R sont résistants 
aux doses de 5, 12, 25, 50 et 100nM de docetaxel. 




2.2. Expression de SHISA3 dans les lignées de CaP sensibles et résistantes au docetaxel 
 
L’expression de SHISA3 a été quantifiée dans l’ensemble des modèles résistants obtenus au 
laboratoire. On remarque une diminution importante de l’expression de SHISA3 dans les cellules IGR-
CaP1-R et PC3-R (respectivement de 12,8 et 12,3 fois) comparé aux lignées parentales (figure 38A). 
Les lignées 22RV1 et LNCaP et leurs dérivés résistants expriment le gène à des taux très faible 
comparé aux lignées androgéno-indépendantes, une diminution de l’expression SHISA3 est cependant 
observée mais beaucoup moins marquée (2,2 et 2,4 fois respectivement). Il est intéressant de noter que 
cette différence de ratio (R/S) de l’expression de SHISA3 permet de distinguer les cellules exprimant 
ou non le AR. La sous-expression des ARNm de SHISA3 est corrélée à la diminution de l’expression 
de la SHISA3 correspondante dans les cellules IGR-CaP1-R et PC3-R (figure 38B). Aucun signal 
n’est observé pour les cellules androgéno-sensibles (données non montrées). 
 
Figure 38 : Expression de SHISA3dans les lignées résistantes au docetaxel. L’expression du gène est mesurée par PCR 
quantitative et normalisées par l’ARN universel. L’immunoblot de SHISA3 montre trois bandes au niveau du poids théorique 
(25,8 kDa) de la protéine, les deux flèches noires correspondent aux deux bandes spécifiques, la flèche rouge indique une 
bande non spécifique. 
 
3. Caractérisation de l’expression de SHISA3 dans les lignées cellulaires et 
les tissus humains 
 
3.1. Expression de SHISA3 dans les lignées humaines 
 
Aucune donnée n’existe concernant l’expression de SHISA3 dans les lignées cellulaires. Des 
lignées cellulaires issues de différents tissus ont été analysées : des cellules de prostate, de rein, de 
sein, et de peau. Les lignées de prostate IGR-CaP1, PC3, 22RV1 et V-CaP expriment le gène SHISA3, 
les lignées cellulaire de rein HEK-293 et Caki-1 également (figure 39). Pour les lignées issues d’autres 
tissus, seules les cellules MDA-MB-231 et HTB-73 expriment le gène de façon détectable. Ces 
résultats confirment les données obtenues dans les bases de données, où une forte expression du gène 
est observée dans les tissus urogénitaux.  





Figure 39 : Expression de SHISA3 dans un panel de lignées cellulaires. L’expression du gène est mesurée par PCR 
quantitative et normalisée par l’ARN universel. 
 
2.2. Expression de SHISA3 dans les tissus humains 
 
Afin de déterminer le profil d’expression de SHISA3 chez l’Homme, nous avons réalisé un 
criblage sur des ADN complémentaires obtenus à partir de tissus normaux et tumoraux. L’étude de 
l’expression de SHISA3 dans les tissus sains nous permet d’observer une forte expression de SHISA3 
dans les tissus gastro-intestinaux (intestin, estomac et colon), les ganglions lymphatiques, le cœur ainsi 
que les tissus urogénitaux (vésicules séminales, urètre, rectum, rein, …) (figure 40). La comparaison 
des données d’expression de SHISA3 obtenues sur des tissus tumoraux et des tissus sains permet 
d’observer une diminution globale de l’expression du gène dans les tumeurs uro-génitales et gastro-
intestinales (figure 41, boites violettes et oranges respectivement). Le différentiel le plus important est 











Figure 40 : Expression de SHISA3 dans un panel de tissus humains normaux. L’expression du gène est mesurée par PCR 
quantitative  en utilisant le kit TissueScan cDNA Arrays. La flèche indique l’expression de SHISA3 dans la prostate. 
 
 
Figure 41 : Comparaison de l’expression de SHISA3 entre les tissus normaux et tumoraux. L’expression du gène est 
mesurée par PCR quantitative  en utilisant le kit TissueScan Cancer cDNA Arrays. Les barres représentent la moyenne ± 
l’écart type. La valeur P a été calculée par un test de Student. 
 




2.3. Localisation cellulaire de SHISA3 
 
Afin de déterminer la localisation cellulaire de SHISA3, nous avons surexprimé une protéine 
SHISA3 recombinante contenant une séquence FLAG dans les cellules HEK-293. Deux localisations 
distinctes sont observées, une localisation périnucléaire semblable à celle décrite pour SHISA1, et un 
faible marquage au niveau membranaire (figure 42A). La reconstitution tridimensionnelle des images 
de microscopie confocale confirme la localisation membranaire de SHISA3 sous la forme d’agrégats 
qui ne sont pas répartis de façon uniforme (figure 42B). De plus, on observe que le marquage 
périnucléaire semble composé d’un amas de vésicules. Dans les cellules PC3, la localisation cellulaire 
de SHISA3 semble identique, le marquage à la membrane plasmique est cependant absent (figure 
42C). Alors que chez le xénope, SHISA1 est localisé au niveau du réticulum endoplasmique (RE), 
nous n’observons pas de co-localisation entre le marquage de SHISA3 et le marqueur du RE 
calnexine. Ceci est particulièrement visible un niveau des amas de vésicules périnucléaires (figure 
42D).  
 
Figure 42 : Localisation intracellulaire de SHISA3. SHISA3 est surexprimée par transfection du vecteur SHISA3-flag 
exprimant la GFP (promoteur IRES) dans les cellules HEK-293 (A) et PC3 (C). Les cellules transfectées sont visualisées par 
la GFP, SHISA3 (rouge) est révélé par un anticorps polyclonal et les noyaux sont marqués par le DAPI. La fusion représente 
la superposition des signaux. Les images ont été prises au microscope confocal à l’objectif 63x. La reconstitution 3D des 
images de microscopie confocale a été réalisée avec le logiciel Imaris (B). (D) Co-marquage de SHISA3 et du RE (vert) par 
la calnexine. 




3. Rôle fonctionnel de l’inhibition de SHISA3 dans l’EMT 
 
Le gène SHISA3, qui est décrit comme un inhibiteur de la voie WNT, est très fortement sous-
exprimé dans nos modèles résistants au docetaxel. Nos résultats décrits précédemment montrent que la 
résistance est liée à l’EMT. La perte de SHISA3 dans les lignées résistantes pourrait donc induire une 
activation incontrôlée de la voie WNT qui entrainerait l’apparition du phénotype mésenchymateux. 
Pour étudier cette hypothèse, les effets fonctionnels de la perte d’expression de SHISA3 ont été 
étudiés dans les lignées IGR-CAP1 et PC3 sensibles au docetaxel. 
3.1. Changement morphologique induit par l’inhibition de SHISA3 
 
Afin de déterminer la fonction de SHISA3 dans l’EMT, l’expression de la protéine a été 
inhibée par ARN interférence dans les cellules sensibles. L’EMT est un processus cellulaire complexe 
et long à mettre en place. Deux transfections consécutives de siARN ont donc été utilisées pour 
maintenir une inhibition constante de la protéine SHISA3 durant 5 jours (figure 43A). Un changement 
morphologique important est observé dans les cellules transfectées avec le siSHISA3 comparé au 
contrôle siNT, particulièrement dans les cellules PC3 (figure 43B). Les cellules s’individualisent et 
sont moins réfringentes au niveau des jonctions intercellulaires suggérant une perte des protéines 
constituantes de ces jonctions. De plus, la taille des cellules apparait plus importante. Il est important 
de noter que les changements morphologiques ne sont visibles qu’à partir de 72h de transfection. 
Enfin, on remarque que l’expression de SHISA3 augmente entre les conditions 2 jours et 5 jours dans 
les cellules contrôles siNT, suggérant que l’expression de la protéine est dépendante de la confluence. 
 
Figure 43 : Morphologie des cellules IGR-CaP1 et PC3 après extinction de SHISA3. (A) Les extraits cellulaires totaux 
ont été réalisés 48h après la première transfection des siARN (2J) et après les 2 transfections siARN (5J). Les images ont été 
prises à 5jours au microscope EVOS (contraste de phase, objectif 40x) (B). 







Figure 44 : Destruction des jonctions serrées consécutive à l’inhibition de SHISA3. Les cellules sont traitées avec 
10ng/ml de TGFβ1 selon le même protocole que les siARN. Après 5 jours de traitement (siARN ou TGFβ1), les cellules sont 
photographiées (A) (EVOS, contraste de phase, objectif 40x), et les extraits cellulaires totaux sont analysés par western blot 
(B), les flèches bleues indiquent les bandes spécifiques de SHISA3. (C) Marquage de l’occludine (en vert) en 








3.2. Expression des protéines de jonctions cellulaires après inhibition de l’expression de 
SHISA3 
 
Le changement de morphologie observé après inhibition de SHISA3 semble associé à une 
perte des jonctions intercellulaires. L’expression de différents marqueurs des jonctions a donc été 
étudiée dans les cellules traitées par siARN. Trois siARN ont été utilisés afin de consolider les 
résultats obtenus. Le TGFβ1 est utilisé comme contrôle d’induction de l’EMT. On observe que le 
changement de morphologie identifié avec le siSHISA3-96 est identique à celui obtenu après 
traitement au TGFβ1, et confirmé avec un autre siARN (siSHISA3-94) (figure 44A). Comme avec le 
traitement au TGFβ1, l’inhibition de SHISA3 induit une diminution de l’expression de l’occludine 
(figure 44B). Cet effet est particulièrement visible avec le siSHISA3-96, qui sera dorénavant utilisé 
pour la suite des travaux. De manière intéressante, le traitement au TGFβ1 induit une diminution de 
l’expression de SHISA3 dans les 2 lignées sensibles. La perte d’expression de l’occludine après 
traitement avec le siSHISA3 a été confirmée en immunofluorescence dans les cellules IGR-CaP1 et 
PC3 (figure 44C). 
De manière intéressante, l’inhibition de SHISA3 entraine une perte d’expression de la β-
caténine au niveau de la membrane plasmique des cellules PC3 (figure 45A). Cependant, l’expression 
de la protéine dans les extraits cellulaires totaux ne montre aucune diminution (figure 45B). Ces 
données montrent que l’inhibition de SHISA3 induit une relocalisation de la β-caténine, entrainant la 
destruction des jonctions adhérentes. Ces résultats n’ont pas pu être confirmés dans les cellules IGR-
CaP1, la faible expression de la β-caténine dans ce modèle rendant l’étude de sa localisation 
impossible en immunofluorescence.  
 
Figure 45 : Relocalisation de la β-caténine après extinction de SHISA3. (A) Marquage de la β-caténine (en rouge) en 
immunofluorescence suite au traitement par siSHISA3 et TGFβ1. Le DAPI est utilisé pour marquer les noyaux. (B) Les 
extraits cellulaires totaux ont été réalisés après 5 jours de traitement. 




3.3. Inhibition de SHISA3 et expression des marqueurs mésenchymateux 
 
L’expression des gènes mésenchymateux a ensuite été étudiée après inhibition de SHISA3. 
L’extinction de SHISA3 provoque une augmentation de la transcription des EMT-TFs. La balance des 
cadhérines, caractérisée par la diminution de l’expression de CDH1 et l’augmentation de l’expression 
de CDH2, est observée uniquement dans le modèle PC3 de façon précoce (figure 46). De même, une 
forte augmentation de l’expression de ZEB1 est observée dans ce modèle après deux jours de 
traitement siSHISA3. Dans les cellules IGR-CaP1, l’augmentation de la transcription des EMT-TFs 
ZEB1 et SNAIL est observée plus tardivement après cinq jours de transfection. De manière 
intéressante, ces résultats suggèrent que les deux lignées réagissent différemment au même stimulus 
d’induction de l’EMT.  
 
Figure 46 : Transcription des gènes de l’EMT après extinction de SHISA3. 2 jours et 5 jours après transfection des 
cellules IGR-CaP1 et PC3 avec les siSHISA3 ou siNT, l’expression des ARNm est mesurée par PCR quantitative. Les 
rapports sont calculés en normalisant l’expression de chaque gène par son expression dans les cellules contrôles 
(siSHISA3/siNT). La partie grisée indique les valeurs comprises entre -1 et 1, correspondant à l’absence de régulation. 
 
Ces résultats ont ensuite été analysés  au niveau protéique. La transfection avec le siARN 
SHISA3 ou le traitement au TGFβ1 induisent la balance des cadhérines dans les cellules PC3 en 
western blot et confirment les résultats de PCR quantitative (figure 47). Ces résultats suggèrent donc 
que l’extinction de SHISA3 dans les cellules parentales provoque l’EMT, mimant le phénotype des 
cellules résistantes. 





Figure 47 : Expression des marqueurs d’EMT après induction par siSHISA3 et TGFβ1. Les extraits sont réalisés après 
5 jours de traitement. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. 
 
3.4. Expression des gènes mésenchymateux consécutive au traitement par docetaxel 
 
Pour déterminer si l’EMT est provoquée en réponse au traitement par docetaxel, l’expression 
des gènes mésenchymateux ZEB1 et SNAI1 est mesurée dans les cellules sensibles et résistantes au 
docetaxel traitées ou non par la chimiothérapie. L’expression de SHISA3 n’est pas modifiée par le 
traitement au docetaxel dans les cellules résistantes, alors que la drogue provoque cependant une 
diminution de SHISA3 dans les cellules IGR-CaP1 parentales (figure 48). De même, le traitement par 
docetaxel n’affecte pas le niveau d’expression des EMT-TFs dans les cellules résistantes des deux 
lignées. Par contre, on observe une augmentation de la transcription de ZEB1 et SNAI1 dans les 
cellules parentales des deux lignées. Ces résultats suggèrent que l’induction du programme d’EMT est 
une réponse au traitement par docetaxel. En effet, il est possible que l’établissement des lignées 
résistantes permette la sélection des cellules capables de réaliser une transition complète et efficace, 
leur permettant de survivre à des doses croissantes de docetaxel. De manière intéressante, l’expression 
de SHISA3 est diminuée dans les cellules IGR-CaP1, suggérant que l’inhibition du gène fait partie 
intégrante du programme d’EMT. 
 
Figure 48 : Transcription des gènes mésenchymateux suite au traitement par docetaxel. Les cellules IGR-CaP1 (12nM), 
IGR-CaP1-R (100nM), PC3 (12nM) et PC3-R (12nM) sont traitées au docetaxel durant 48h aux doses mentionnées. Les 
rapports sont calculés en normalisant l’expression de chaque gène par son expression dans les cellules contrôles 
(docetaxel/véhicule). La partie grisée indique les valeurs comprises entre -1 et 1, correspondant à l’absence de régulation. 
 




3.5. Implication de SHISA3 dans la migration cellulaire 
 
La migration cellulaire a été mesurée après extinction de SHISA3 (5J) par le test de blessure à 
12h et 24h. On observe que l’inhibition de la protéine entraine une augmentation de la capacité 
migratoire des deux lignées (figure 49). L’effet est plus important dans la lignée IGR-CaP1, où 
l’augmentation de la migration est significative à partir de 12h (p = 7,2.10-5). La migration des cellules 
PC3 est également augmentée mais dans une moindre mesure (p = 2,6.10
-3
 à 24h). Ces résultats 
montrent que la perte d’expression de SHISA3 induit une EMT complète, caractérisée par la perte des 
jonctions épithéliales, l’expression des facteurs mésenchymateux et l’augmentation des capacités 
migratoires dans les cellules IGR-CaP1 et PC3.  
 
Figure 49 : Effet de l’extinction de SHISA3 sur la migration cellulaire. L’expression de SHISA3 est inhibée par ARN 
interférence dans les cellules IGR-CaP1 et PC3 pendant 5 jours. L’aire entre les bords de la blessure est  mesurée à t0, 12h et 
24h après blessure, puis quantifiée avec le logiciel ImageJ. (A) Les barres représentent la moyenne des valeurs (n = 14 pour 
chaque condition), les barres d’erreurs représentent les écarts types à la moyenne (SEM), la significativité est calculée par un 










4. Identification des cibles de SHISA3 
 
4.1. Identification des partenaires potentiels de SHISA3 par spectrométrie de masse 
 
SHISA3 a été décrit comme un inhibiteur des récepteurs FZD et FGFR. Cependant, il existe 
dix récepteurs Frizzled et quatre récepteurs FGFR exprimés chez l’homme. L’étude du mécanisme 
d’action de SHISA3 dans l’EMT nécessite donc une identification de ses cibles protéiques. Afin 
d’identifier le(s) récepteur(s) cible(s) de SHISA3, une immunoprécipitation de SHISA3 en conditions 
non dénaturantes suivie d’une analyse des protéines co-immunoprécipitées en spectrométrie de masse 
(Orbitrap) ont été réalisées. Le design de l’expérience est schématisé en figure 50. Au total, l’analyse 
des résultats obtenus en spectrométrie de masse a identifié 3741 protéines. Pour s’affranchir des 
contaminations non-spécifiques, les protéines retrouvées dans les échantillons contrôles sont éliminés 
et seules les protéines présentes de façon spécifique dans les deux lignées ont été conservées. 
Finalement, cette analyse a permis de sélectionner 27 partenaires potentiels de SHISA3 (figure 51A). 
Cependant, aucun récepteur FZD ou FGFR n’est retrouvé parmi les protéines candidates. La liste des 
partenaires potentiels de SHISA3 a été analysée avec le logiciel Ingenuity. De façon intéressante, les 
protéines partenaires de SHISA3 sont décrites comme régulatrices de deux récepteurs membranaires 
impliquées dans l’EMT, à savoir l’EGFR et le TGFβRII (figure 51B).  
 
 
Figure 50 : Stratégie utilisée pour l’identification des cibles de SHISA3. Les expériences ont été réalisées en duplicats. 
 





Figure 51 : Détermination des partenaires potentiels de SHISA3. (A) Protéines candidates identifiées par spectrométrie 
de masse. Les valeurs représentent la moyenne des scores d’identification calculés par le logiciel de l’Orbitrap dans les deux 
lignées. (B)Le réseau d’interaction entre les partenaires potentiels de SHISA3 généré par le logiciel Ingenuity fait ressortir les 
récepteurs EGFR et TGFβRII (carrés rouges). 
 
4.2. Validation des candidats issus des analyses protéomiques. 
4.2.1. Co-immunoprécipitation de SHISA3 et de ses partenaires. 
 
Afin de valider les partenaires potentiels de SHISA3, des co-immunoprécipitations ont été 
réalisées dans les mêmes conditions que celles de la spectrométrie de masse. Les cellules IGR-CaP1, 
PC3 et HEK-293 ont été transfectées avec le vecteur d’expression SHISA3-flag et les extraits 
cellulaires ont été réalisés après cryolyse des cellules. Dans les trois lignées, l’immunoprécipitation de 
SHISA3 (par l’anticorps flag) entraine la précipitation du TGFβRII, et inversement 
l’immunoprécipitation du TGFβRII endogène provoque la précipitation de SHISA3-flag (figure 52). 
Ceci est particulièrement visible dans les cellules HEK-293, qui surexpriment la protéine 
recombinante de manière importante. Les résultats sont moins clairs concernant l’EGFR. En effet, 
l’immunoprécipitation de SHISA3-flag provoque une faible précipitation du récepteur dans les lignées 
IGR-CaP1 et PC3 qui n’est pas observée dans les cellules HEK-293. Inversement, 




l’immunoprécipitation de l’EGFR ne semble pas provoquer la co-immunoprécipitation de SHISA3. 
L’interaction entre les protéines endogènes SHISA3 et TGFβRII a été validée dans les lignées IGR-
CaP1 et PC3 (figure 53), suggérant que SHISA3 serait impliqué dans la régulation de ce récepteur.  
 
Figure 52 : Co-immunoprécipitation de SHISA3, TGFβRII et de l’EGFR. Les lignées utilisées sont transfectées pour 
exprimer SHISA3-flag. Après extraction selon le protocole décrit figure 50, les protéines sont immunoprécipitées avec les 
anticorps anti-flag, anti-TGFβRII, anti-EGFR ou avec une immunoglobuline G (IgG) de lapin utilisée comme contrôle. Les 
immunoblots sont révélés avec les anticorps anti-SHISA3, anti-TGFβRII et anti-EGFR. Les inputs représentent 10% de 
l’extrait total avant immunoprécipitation. 
 
 
Figure 53 : Co-immunoprécipitation des protéines endogènes SHISA3 et TGFβRII. Après extraction selon le protocole 
décrit figure 50, les protéines sont immunoprécipitées avec l’anticorps anti-TGFβRII ou avec une IgG de lapin utilisée 
comme contrôle. Les immunoblots sont révélés avec les anticorps anti-SHISA3 et anti-TGFβRII. Les inputs représentent 











4.2.3. Co-localisation du TGFβRII et de SHISA3 
 
 Les protéines endogènes TGFβRII et SHISA3 étant indétectables en immunofluorescence, la 
co-transfection de vecteurs codant pour ces 2 protéines a été réalisée dans les cellules HEK-293. On 
peut observer que le TGFβRII est principalement localisé à la membrane plasmique où il co-localise 
partiellement avec SHISA3 (figure 54, cellule 3). De plus, il co-localise également avec SHISA3 au 
niveau des vésicules périnucléaires (cellule 1 et 2). De manière intéressante, on peut observer des 
vésicules proches de la membrane plasmique présentant les deux marquages superposés. Ces vésicules 
proches de la membrane plasmique sont particulièrement visibles dans la cellule 3. Ces résultats 
suggèrent que SHISA3 pourrait interagir avec le TGFβRII à la membrane plasmique et déclencher son 
endocytose.      
 
Figure 54 : Co-localisation de SHISA3 et TGFβRII. Les cellules HEK-293 sont co-transfectées avec les vecteurs 












4.3. Sécrétion autocrine de TGFβ1 dans les lignées résistantes  
La quantité de TGFβ1 secrétée par les cellules dans le milieu est mesurée par dosage ELISA 
après 24, 48 et 72h de culture. Les cellules IGR-CaP1 et PC3 expriment fortement TGFβ1 par rapport 
aux cellules LNCaP (figure 55) et aux données de la littérature, situées en dessous de 50 pg/ml 
(39pg/ml dans les fibroblastes [421], 8pg/ml dans les lignées A549 [422]). De manière intéressante, 
les trois lignées résistantes étudiées expriment davantage de TGFβ1 que les lignées parentales. Ces 
données appuient les résultats obtenus auparavant, et soulignent l’importance de la voie du TGFβ dans 
le mécanisme de résistance au docetaxel induit par l’EMT. 
 
Figure 55 : Production de TGFβ1 dans les lignées sensibles et résistantes au docetaxel. La sécrétion de TGFβ1 est 


















Figure 56 : Efficacité du docetaxel dans les cellules parentales après induction de l’EMT. L’EMT est induite après 5 
jours de traitement siARN et TGFβ1. Les cellules sont traitées avec une gamme de concentration de docetaxel, la survie 




Figure 57 : Effet de l’inhibition de la signalisation du TGFβ sur la capacité des cellules IGR-CaP1 et IGR-CaP1-R à 
former des colonies en présence de docetaxel. Les cellules sont prétraitées 72h avec 25μM de LY2157299, puis traitées au 
docetaxel pendant 72h (100nM pour les cellules IGR-CaP1-R et 12nM pour les cellules parentales). Les colonies sont 
comptées après 2 semaines de culture. (A) Les expériences ont été réalisées en triplicats, les barres d’erreur représente les 
écarts types. (B) Coloration des colonies au crystal violet. 




5. Rôle de SHISA3 dans la résistance au docetaxel induite par l’EMT 
 
5.1. Effet de l’induction de l’EMT dans la résistance au docetaxel 
L’EMT a été induite dans les lignées parentales sensibles par traitement avec le siSHISA3 ou 
par traitement avec le TGFβ1 pendant 5 jours. Dans la lignée PC3, le traitement par le TGFβ1 induit 
une résistance au docetaxel contrairement à ce qui est observé avec le siSHISA3 (figure 56). Cet effet 
est significatif à partir de 50nM de docetaxel, et particulièrement observable à 500nM (TGFβ1 VS 
véhicule p = 7,1.10
-5
, TGFβ1 VS siNT p = 9,9.10-4, TGFβ1 VS siSHISA3 p = 2,3.10-5). Aucun effet de 
la transition n’est observé sur la résistance au docetaxel de la lignée IGR-CaP1. Ces résultats montrent 
que l’induction de la voie du TGFβ est essentielle à la résistance au docetaxel dans le modèle PC3 
mais que l’inhibition de SHISA3 n’est pas suffisante pour augmenter la résistance des lignées 
sensibles. 
 
5.2. Ciblage de la voie du TGFβ avec un inhibiteur spécifique du TGFβRI 
Dans la mesure où la voie du TGFβ semble intervenir dans la résistance, nous avons étudié 
l’effet du blocage de la signalisation de cette voie par l’inhibiteur LY2157299 (inhibiteur de TGFβRI) 
sur la capacité des cellules sensibles et résistantes à former des colonies en présence de docetaxel. Des 
tests de clonogénicité ont été réalisés sur les cellules IGR-CaP1 sensibles et résistantes au docetaxel. 
Alors que le traitement par LY2157299 n’est pas efficace seul, on observe que le co-traitement avec 
du docetaxel avec l’inhibiteur diminue significativement le nombre de colonies formées par les 
cellules IGR-CaP1-R (fig 57) (LY+docetaxel VS DMSO : p = 0,014 ; LY+docetaxel VS 
docetaxel+DMSO : p =  0,012 ; LY+docetaxel VS LY : p = 0,016). Ces résultats suggèrent que 














Au cours de ces travaux, nous avons montré que la perte d’expression de SHISA3 est un 
marqueur des cellules résistantes au docetaxel présentant un phénotype mésenchymateux. La 
caractérisation de l’expression de SHISA3 dans les tissus humains montre que ce gène est fortement 
exprimé dans l’appareil urogénital, mais également dans les tissus gastro-intestinaux et les poumons. 
Ce profil d’expression correspond à son expression lors du développement embryonnaire de la souris 
[414], puisque ce gène est exprimé dans le « foregut » qui est à l’origine du pharynx, du système 
respiratoire, de l’œsophage, de l’estomac, du duodenum, du foie et du pancréas. Plus tardivement lors 
du développement, le gène SHISA3 est exprimé dans le rein et le mésencéphale. La sous-expression de 
SHISA3 dans les tumeurs est particulièrement intéressante. En effet, la progression tumorale est 
souvent associée à l’apparition de phénotype EMT-like. Il a par exemple été montré chez les patients 
que la perte d’expression de l’E-cadhérine et l’expression de la Vimentine sont associées à un CaP 
invasif [423]. Ces données permettent de proposer l’hypothèse que la perte SHISA3 pourrait être 
utilisée comme biomarqueur d’EMT dans le CaP mais également dans d’autres cancers. Le mécanisme 
d’extinction du gène SHISA3 n’a pas été élucidé. Les résultats obtenus au laboratoire suggèrent qu’il 
ne s’agit pas de méthylation au niveau du promoteur de SHISA3. De plus, nous n’avons pas observé 
de mutation dans la séquence codante de SHISA3 dans nos modèles résistants bien que quelques 
mutations du gène aient été rapportées dans d’autres tumeurs.  
L’expression ectopique de SHISA3-Flag dans les cellules HEK-293 montre une localisation à 
la fois sous la forme de clusters à la membrane plasmique et sous la forme de vésicules intra-
cytoplasmiques qui co-localisent avec le récepteur TGFBR2. Les clusters de SHISA3 à la membrane 
plasmique suggèrent que SHISA3 pourrait agir selon un mécanisme similaire à SHISA9 qui s’associe 
avec le récepteur du glutamate AMPA au niveau de la membrane plasmique dans les cellules post-
synaptiques [420]. Sur ce point, nos résultats diffèrent des résultats initiaux de Nagano et al. qui 
montraient une co-localisation partielle de SHISA3-HA avec le réticulum endoplasmique dans les 
cellules HEK-293 [419]. Les récents travaux publiés par Chen et al. montrent également que la 
surexpression de SHISA3-Flag dans des cellules de NSCLC co-localise exclusivement avec le 
réticulum  endoplasmique. Cependant l’utilisation du même vecteur dans les cellules HEK-293 montre 
là encore une co-localisation partielle avec cet organelle [424]. Il est possible que la localisation de la 
protéine dépende du modèle cellulaire utilisé. L’étude de la localisation intracellulaire de SHISA3 
endogène dans nos modèles de CaP nous permettrait de trancher. Nous avons étudié de façon intensive 
la localisation intracellulaire des protéines SHISA3 endogènes, à la fois avec des anticorps développés 
au laboratoire et avec des anticorps commerciaux qui ont été disponibles par la suite. Cependant, 
aucun de ces anticorps n’a permis d’obtenir un marquage des protéines SHISA3 endogènes en 
immunofluorescence. 




Nos travaux portant sur le rôle fonctionnel de SHISA3 ont confirmé notre hypothèse selon 
laquelle SHISA3est impliqué dans l’EMT. L’inhibition de l’expression de SHISA3 dans les cellules 
sensibles entraine un changement de morphologie, la perte des jonctions épithéliales, l’expression des 
marqueurs mésenchymateux et augmente le potentiel migratoire des cellules. Le changement de 
morphologie observé dans les cellules IGR-CaP1 se limite à une augmentation de la taille des cellules 
et de leur noyau. Ces propriétés sont caractéristiques de l’EMT induite par le TGFβ [425]. Nous avons 
observé que l’extinction de SHISA3 avec un siARN induit la transcription des gènes mésenchymateux 
plus précocement dans la lignée PC3 en comparaison avec la lignée IGR-CaP1. Il est possible que la 
forte expression de SHISA3 dans les cellules IGR-CaP1 retarde l’EMT. De manière intéressante, on 
observe que les marqueurs exprimés lors de l’induction de l’EMT sont différents entre les lignées 
IGR-CaP1 et PC3, suggérant que chaque modèle répond au même stimulus par des voies de 
signalisation différentes. Des données obtenues au laboratoire appuient cette hypothèse. En effet, nous 
avons observé que l’induction de l’EMT par le TGFβ induit la phosphorylation sur sérine 9 de GSK3β 
dans les lignées PC3 mais n’influe pas sur l’activité de la kinase dans les cellules IGR-CaP1 (non 
montré). 
Les données préliminaires concernant l’expression des gènes cibles de WNT et l’inactivation 
de la kinase GSK3β nous ont amené initialement à proposer l’hypothèse selon laquelle l’EMT des 
cellules résistantes pouvait être due à une activation constitutive de la voie WNT.  Cependant, 
l’absence de surexpression de la β-caténine consécutive à l’induction de l’EMT par le siARN SHISA3 
et par le traitement au TGFβ1 montre que cette voie n’est pas la voie d’induction privilégiée dans les 
cellules étudiées, contrairement à ce que suggéraient nos données de micro-array. Enfin, l’étude de 
l’expression de la β-caténine dans les cellules IGR-CaP1 et PC3 parentales et résistantes montre une 
sous-expression dans les cellules résistantes, associée à la destruction des jonctions adhérentes 
(données non présentées). 
 La recherche des partenaires protéiques de SHISA3 a permis d’identifier le TGFβRII comme 
une de ses cibles. Ce résultat est cohérent au vu des similitudes observées sur l’expression des 
différents marqueurs d’EMT après traitement par le siSHISA3 et après traitement par le TGFβ1. De 
plus, SHISA3 apparait comme un acteur de la réponse au TGFβ, puisqu’elle est inhibée par le TGFβ1 
dans les deux lignées cellulaires. La co-immunoprécipitation de SHISA3 et TGFβRII montre que 
SHISA3 interagit avec la forme mature du récepteur. En effet, le signal du TGFβRII co-
immunoprécipité avec SHISA3 observée en western blot correspond à la masse du récepteur glycosylé 
mature (90kDa) [426]. De manière intéressante, la co-localisation de TGFβRII et de SHISA3 est 
retrouvée au niveau de vésicules proches de la membrane plasmique et dans le compartiment 
périnucléaire. Nous pouvons penser que SHISA3 inhibe la signalisation du TGFβRII en induisant son 
endocytose, le marquage périnucléaire étant proche de ce que l’on peut observer avec un marquage des 
vésicules de recyclage [427]. Enfin, nous avons observé que l’expression de SHISA3 augmente avec 




la confluence des cellules, parallèlement à la concentration de TGFβ1 extracellulaire. Ces données 
suggèrent que SHISA3 est surexprimé pour interagir avec le TGFβRII en condition de confluence, ce 
qui permettrait l’inhibition de la signalisation du TGFβ1 et participerait au maintien du phénotype 
épithélial. L’ensemble des résultats présentés nous permettent de proposer un modèle de mécanisme 
d’action de SHISA3 (figure 58). 
 
Figure 58 : Modèle proposé du mode d’action de SHISA3 dans l’EMT 
 
 Dans le modèle proposé, SHISA3 est surexprimé dans les cellules de cancer de la prostate 
chimiosensibles, et interagit avec le TGFβRII et provoque son endocytose. L’inhibition du TGFβRII 
conduit au maintien du phénotype épithélial. Dans les cellules chimiorésistantes où SHISA3 n’est pas 
exprimé, le TGFβRII est libre d’interagir le TGFβ1, de recruter le TGFβRI et d’activer les voies de 
signalisations en aval. L’absence de régulation de TGFβRII par SHISA3 permet de déclencher l’EMT, 
et il est possible que l’extinction  de SHISA3 participe au maintien du phénotype mésenchymateux 
dans les cellules résistantes. 
 Les études fonctionnelles sur l’inhibition de  SHISA3 dans les cellules sensibles n’ont pas 
permis de montrer son rôle direct dans la résistance au docetaxel. Cependant, SHISA3 intervient dans 
les phases précoces de l’EMT, qui sont elles-mêmes impliquées dans la résistance au docetaxel. En 
effet,  l’EMT induite par le TGFβ augmente la résistance au docetaxel des cellules PC3, en accord 
avec les travaux de Marin-Aguilera et al. [384]. L’utilisation de lignées stables n’exprimant pas 
SHISA3 aurait pu permettre le maintien de la réversion du phénotype épithélial et accroitre la 
résistance au docetaxel des lignées parentales. Les récents travaux de Chen et al. montrent que la 
surexpression de SHISA3 induit une balance des cadhérines dans des lignées de NSCLC 
mésenchymateuses. Cependant, dans nos modèles de cancer de la prostate résistants au docetaxel, 
l’expression ectopique transitoire de SHISA3 n’entraine pas de changement d’expression des 
marqueurs d’EMT (données non présentées). Il est possible qu’un mécanisme additionnel de maintien 




du phénotype mésenchymateux soit mis en place dans les cellules résistantes aux drogues. Afin de 
contourner la résistance au docetaxel dans nos modèles IGR-CaP1-R et PC3-R, nous avons utilisé une 
stratégie visant à inhiber la voie de signalisation du TGFβ, ce qui permet de simuler l’effet de 
l’expression de SHISA3. Le LY2157299 est un inhibiteur de TGFβRI ayant montré un fort potentiel 
dans le traitement de xénogreffes de cancer du sein résistantes au paclitaxel [428]. En association avec 
le docetaxel, le LY2157299 diminue le nombre de colonies dans la lignée IGR-CaP1. Ce résultat 











































Etablissement d’un modèle de cancer de la 
prostate résistant au docetaxel chez la souris 
 
 
L’accessibilité à un modèle animal de CaP résistant aux taxanes est crucial pour l’étude des 
mécanismes de chimiorésistance et pour évaluer au niveau préclinique les thérapies capables de 
contourner la résistance. Cependant, l’établissement d'un tel modèle est particulièrement difficile. Seul 
un modèle, issu de xénogreffes de cellules résistantes au docetaxel in vitro, a été publié [183]. La 
lignée IGR-CaP1 établie au laboratoire produit des tumeurs chez la souris Nude après injection sous-
cutanée ou orthotopique [429]. Cette lignée établie à partir d’un cancer localisé constitue un modèle 
intéressant puisque l’injection directe de ces cellules dans l’os ou en injection intracardiaque produit 
des lésions osseuses de type mixte ostéolytique/ostéocondensant, similaire à ce qui est observé dans 
les métastases osseuses chez les patients. De plus, cette lignée a également été utilisée pour établir des 
clones résistants à de fortes doses de docetaxel. Ces propriétés nous ont amené à choisir cette  lignée 
cellulaire pour établir un modèle de CaP résistant au docetaxel chez l’animal. 
 
1. Stratégie expérimentale 
 
1.1. Description des stratégies utilisées pour le développement du modèle 
 
Deux stratégies ont été utilisées pour développer le modèle (figure 59). La première consiste à 
augmenter la résistance de tumeurs issues de la lignée sensible IGR-CaP1. A chaque passage des 
tumeurs, les souris sont traitées avec des doses croissantes de docetaxel. La lignée utilisée est un 
dérivé bioluminescent de la lignée IGR-CaP1 obtenu après transduction avec un vecteur rétroviral 
exprimant la luciférase (Megix) [429]. La seconde stratégie consiste à injecter les différents clones 
résistants in vitro de la lignée IGR-CaP1 (IGR-CaP1-R12, 25, 50, 100) pour tenter d’obtenir des 
tumeurs. Pour tous les modèles, les tumeurs sont obtenues par injection sous-cutanée dans des souris 
immuno-déficientes Nude.  









Figure 60 : Toxicité du traitement par docetaxel in vivo. (A) Différentes séquences d’administration ont été évaluées 
(admin 1 : 10mg/kg, 1 fois par semaine, 3 fois ; admin 2 : 10mg/kg, 3 fois en une semaine ; admin 3 : 10mg/kg, toutes les 
48h, 3 fois). (B) Poids des souris traitées au docetaxel (n=3 par groupe). Les barres d’erreur représentent l’écart type. 
 




1.2. Administration du docetaxel in vivo 
 
Le modèle de CaP sera considéré résistant si les tumeurs progressent malgré les traitements 
par docetaxel. D’après la littérature, la dose maximale tolérée de docetaxel chez les souris Nude par 
voie intra-péritonéale (IP) se situe entre 15 et 33mg/kg [430]. Cependant, il existe peu d’études sur les 
xénogreffes issues de lignées de CaP qui rapportent l’utilisation de telles concentrations pour observer 
une activité anti-tumorale chez l’animal. Dans les travaux de Gan et al., les souris portant des 
xénogreffes 22RV1 sont traitées à la dose de 15mg/kg de docetaxel administrée en IP, une fois par 
semaine pendant 3 semaines [431]. Festucia et al. traitent des xénogreffes de 22RV1 et de DU145 
avec une dose de 10mg/kg de docetaxel selon le même protocole [432]. Enfin, il a été montré qu’une 
injection hebdomadaire de 7,5mg/kg de docetaxel pendant 4 semaines permet de retarder la croissance 
tumorale de xénogreffes de PC3 et de 22RV1 [382]. Nous avons choisi d’utiliser la dose de docetaxel 
de 30mg/kg administrée en 3 injections IP de 10mg/kg, qui semble être un bon compromis. 
La toxicité de trois protocoles d’administration du docetaxel a été évaluée dans des souris non 
porteuses de tumeurs (n= 9, 3 souris par groupe) (figure 60A). Aucune perte de poids significative 
n’est observée 10 jours après le début des traitements (figure 60B) et aucune mortalité n’a été observé 
durant les 6 semaines ayant suivi le début des traitements. Le traitement de 3 injections de 10mg/kg de 
docetaxel pendant une semaine sera donc utilisé pour valider la résistance des modèles développés.   
 
 
2. Pression pharmacologique sur des tumeurs sensibles au docetaxel 
 
2.1. Suivi de la croissance tumorale après administration de doses croissantes de 
docetaxel 
 
Le suivi de la croissance des tumeurs mégix (P0) a été réalisé par mesure de la 
bioluminescence (BLI) (n=8). L’ensemble des souris xénogreffées ont développé des tumeurs. La 
croissance de ce modèle est lente comme décrit précédemment au laboratoire [429]. Une BLI moyenne 
supérieure à 1.10
5
photon/seconde (p/s) correspond au seuil choisi pour le traitement des tumeurs. 
Après une période de stagnation autour de cette valeur seuil, une augmentation de la BLI est observée 
au 98
ème
 jour après xénogreffe (figure 61).  
 
 








Figure 61 : Suivi de la croissance tumorale après administration de doses croissantes de docetaxel. Les tumeurs non 
répondeuses après un traitement au docetaxel sont réimplantées dans d’autres souris pour subir un traitement avec une dose 








Une dose de 5mg/kg de docetaxel est alors administrée aux souris par voie intra-péritonéale. Une 
faible réponse est observée au cours des 6 semaines suivant le traitement, cependant aucune régression 
tumorale n’est observée. Un second traitement avec une dose plus important de docetaxel (10mg/kg) 
est réalisé à J141. Une forte augmentation de la BLI des tumeurs au cours des 6 semaines suivant la 
seconde administration de docetaxel est observée laissant suspecter une résistance au traitement. A 
J192, les tumeurs non répondeuses ont été greffées dans 25 nouvelles souris.  
Au premier passage (P1), seules 8 des 25 souris ont développé des tumeurs. 92 jours après le 
passage, les souris sont traitées par injections uniques avec 15, 20 et 30mg/kg de docetaxel. On 
remarque que les tumeurs ayant une BLI < 1.10
5 
p/s au moment du traitement n’ont pas proliféré. Six 
semaines après le traitement, les tumeurs traitées à 15 et 20 mg/kg ne répondent pas à la drogue, alors 
que le traitement à 30 mg/kg entraine une forte diminution de la BLI. La tumeur résistante à 20mg/kg 
de docetaxel (souris n°6) a été sélectionnée pour le deuxième passage dans 15 souris. 
Au second passage, toutes les souris ont développé des tumeurs. 90 jours après les greffes, 6 
souris ont été traitées avec 20 mg/kg de docetaxel. Dans les jours suivant le traitement, la BLI des 
tumeurs diminue sensiblement puis augmente à nouveau. Après 5 semaines de suivi, on observe que 
les tumeurs ne répondent pas au traitement (figure 61), suggérant que le modèle développé est résistant 




2.2. Validation de la résistance au docetaxel du modèle 
 
 68 jours après le troisième passage (P3), 12 tumeurs présentaient une BLI >1.105 p/s. Ces 
tumeurs ont été traitées par 3 injections de 10mg/kg de docetaxel pendant une semaine. Cependant, 
une mortalité générale a été observée dans la semaine suivant le traitement et seule 2 souris ont 
survécu. La nécropsie des souris a révélé qu’elles souffraient d’occlusion intestinale. De manière 
intéressante, les tumeurs des souris 2 et 3 ne répondent pas au traitement (figure 62). Les 2 tumeurs 
progressant sous docetaxel ont été passées dans 20 nouvelles souris Nude.  





Figure 62 :Réponse au traitement par docetaxel dans les souris porteuses de tumeurs. Le volume tumoral (à gauche) et 
la BLI (à droite) des tumeurs au passage P3 a été suivi pendant 6 semaines. Les flèches rouges représentent le traitement au 
docetaxel (admin 3). 
 
La forte toxicité du traitement 3 nous a conduit à établir un nouveau protocole 
d’administration du docetaxel. Des données non publiées par de Morrée et al. (Abstract [433]) 
montrent que les souris porteuses de tumeurs de CaP issues de patients supportent une dose de 
33mg/kg de docetaxel en simple injection. C’est pourquoi nous avons utilisé un nouveau protocole de 
traitement (admin 4) consistant à traiter les souris avec une injection de 30mg/kg de docetaxel en IP 
toutes les 3 semaines. Ce protocole a été utilisé sur des souris porteuses de xénogreffes de cellules 
IGR-CaP1 sensibles au docetaxel (n=10). Ce traitement s’est avéré très efficace pour inhiber la 
croissance des tumeurs sensibles au docetaxel (figures 63A et 63B) et seulement 2 injections sont 
suffisantes pour entrainer un début de régression tumorale. Une seule injection d’une forte dose de 
docetaxel s’est avérée moins toxique que 3 injections successives avec une plus faible concentration. 
En effet, aucune mortalité ni perte de poids n’a été observée à la suite de ce nouveau protocole 
d’administration (figure 63C). 
Au quatrième passage (P4), 16/20 tumeurs issues du passage des xénogreffes des souris P3 
n°2 et 3 présentent une BLI > 1.10
5
 p/s (dont 2 sont trop volumineuses pour être incluses dans 
l’expérience). Les souris sont divisées en 2 groupes (n= 7) puis traitées avec 30mg/kg de docetaxel ou 
avec le véhicule. La croissance des tumeurs est suivie par la mesure du volume tumoral et de la BLI 
pendant 9 semaines, soit 3 traitements consécutifs de docetaxel. Cependant, contrairement à ce que 
suggéraient les résultats du passage P3, les tumeurs traitées avec le docetaxel répondent au traitement 
dès la première semaine, que ce soit en terme de volume tumoral ou de BLI (figure 64). L’inhibition 
de la croissance tumorale est maintenue durant les 9 semaines du suivi. On observe que la réponse est 
identique à celle observée après traitement de la lignée sensible (figure 63A), ce qui démontre que le 
modèle établi n’est finalement pas résistant au docetaxel.  





Figure 63 : Efficacité du protocole de traitement au docetaxel admin 4.Deux injections à 3 semaines d’intervalle de 30 
mg/kg de docetaxel ou de véhicule ont été administrées aux souris porteuses de xénogreffes IGR-CaP1 parentales. Le volume 
tumoral (A) et la masse (C) des tumeurs ont été suivies pendant 6 semaines après la première injection. Les flèches rouges 
représentent le traitement au docetaxel. (B) Tumeurs après 6 semaines de traitement au docetaxel ou véhicule, les barres 
blanches indiquent 1cm. 
 
 
Figure 64 : Réponse au docetaxel du modèle issu des cellules IGR-CaP1/megix. Trois injections de 30 mg/kg de 
docetaxel ou de véhicule ont été administrées aux souris à trois semaines d’intervalle. Le volume tumoral (A) et la BLI (B) 
des tumeurs a été suivi pendant 9 semaines après la première injection. Les flèches rouges représentent le traitement au 
docetaxel. A la fin de l’expérience, les souris sont sacrifiées et les tumeurs ont été extraites, les barres noires indiquent 1cm 
(C). 




3. Tumeurs issues de lignées résistantes au docetaxel in vitro 
 
3.1. Tumorigénicité des lignées résistantes 
 
Une expérience préliminaire réalisée au laboratoire avait montré que les cellules IGR-CaP1-
R100 ne sont pas capables de former des tumeurs chez la souris, et ce même en présence de matrigel 
(données non présentées). Le potentiel de tumorigénicité des clones R12, R25 et R50 respectivement 
résistants à 12, 25 et 50nM de docetaxel a ensuite été évalué. La croissance tumorale des trois groupes 
(n=3 par groupe) est suivie par la mesure du volume tumoral. Au bout de 6 mois, seule une tumeur 
issue des cellules IGR-CaP1-R25 s’est développée (figure 65). Au vu de la croissance très lente de ce 
modèle, il a été décidé d’augmenter sa tumorigénicité en réalisant des passages successifs des tumeurs.     
 
Figure 65 : Tumorigénicité des clones résistants issus de la lignée IGR-CaP1.  10 millions de cellules des clones 
résistants à 12, 25 et 50nM de docetaxel ont été injectés aux souris en sous-cutané. La tumorigénicité est évalué par la mesure 
du volume tumoral. 
 
3.2. Augmentation de la tumorigénicité du modèle par passages successifs 
 
On observe que le passage des tumeurs augmente drastiquement la vitesse de la croissance 
tumorale (figure 66), permettant d’obtenir des tumeurs exploitables expérimentalement en 5 semaines 
au lieu de 6 mois. Le taux de prise des xénogreffes est lui aussi augmenté puisqu’il passe de 11%  au 
P0 (1/9) à 95% au P5 (19/20). L’obtention d’un modèle animal à partir de matériel tumoral nécessite 
entre 2 et 3 passages in vivo [434], [435]. De manière intéressante, ceci est visible sur les courbes de 
croissance tumorale puisque les tumeurs du P4 et du P5 entourent la courbe du P3, montrant que le 
modèle a atteint sa vitesse maximale de croissance. La résistance au docetaxel de ce modèle établi à 
partir de la lignée IGR-CaP1-R25 résistantes in vitro nécessite d’être validée in vivo.  





Figure 66 :Augmentation de la croissance tumorale suite à des passages successifs. Le volume tumoral a été suivi au 
cours des différents passages. Les courbes noire et grise représentent la croissance des tumeurs du modèle établi. 
 
3.3. Validation de la résistance au docetaxel 
 
Pour étudier la réponse au docetaxel de ce second modèle, 10 souris xénogreffées (P5) ont 
reçu le traitement admin 4 (n= 5) ou le véhicule (n= 5) lorsque le volume tumoral atteint 100mm
3
. On 
observe que les tumeurs ne répondent pas aux traitements successifs de docetaxel, et ce jusqu’à 4 
semaines après la troisième injection (figure 67). La différence de croissance tumorale entre les souris 
traitées par le docetaxel et les souris contrôles n’est pas significative (p = 0,598). Ces données 
montrent que le docetaxel n’est pas efficace pour empêcher la croissance tumorale et valident la 





Figure 67 : Réponse au docetaxel du modèle issu des cellules IGR-CaP1-R25. Les tumeurs sont traitées selon le protocole 
admin 4 (flèches). Seules 4/5 tumeurs traitées avec le véhicule ont été analysée. Le volume tumoral est suivi pendant 9 
semaines (A). En fin d’expérience, les tumeurs sont extraites (B). 




4. Corrélation entre la résistance au docetaxel et la sous-expression de 
SHISA3 in vivo 
 
4.1. Expression du gène SHISA3 dans les deux modèles animaux 
 
Dans la mesure où la perte de SHISA3 est observée dans les modèles résistants in vitro, nous 
avons quantifié l’expression du gène dans les modèles animaux établis au laboratoire. L’expression de 
SHISA3 a été mesurée par PCR quantitative dans les tumeurs IGR-CaP1/megix (P4), et dans les 
tumeurs issues de la lignée IGR-CaP1-R25 (P5). Les tumeurs issues des cellules IGR-CaP1/megix 
traitées avec le véhicule présente une forte expression du gène (figure 68). On observe également que 
le traitement au docetaxel dans ce modèle induit une diminution de l’expression de SHISA3. Dans les 
tumeurs issues de la lignée IGR-CaP1-R25, SHISA3 est très peu exprimé et le traitement au docetaxel 
n’influe pas sur son expression. Ce phénomène est identique à celui observé in vitro dans les lignées 
cellulaires après traitement au docetaxel (figure 48). Nos données montrent une forte expression de 
SHISA3 dans les tumeurs répondeuses et une perte de l’expression du gène dans les tumeurs 




Figure 68 : Expression de SHISA3 après traitement au docetaxel dans les modèles in vivo. Expression de SHISA3 
obtenue par PCR quantitative, normalisée par son expression dans un échantillon contrôle d’ARN universel 
 
 




4.2. Expression de l’E-cadhérine dans les tumeurs 
 
L’expression de l’E-cadhérine a été mesurée dans les tumeurs prélevées à différents passages. 
On observe que les tumeurs issues de la lignée résistante in vitro expriment faiblement la protéine par 
rapport à son expression dans une tumeur issue de cellules IGR-CaP1 sensibles (figure 69). Le niveau 
d’expression de l’E-cadhérine est maintenu au cours des passages. Au contraire, les tumeurs issues de 
la lignée IGR-CaP1/megix expriment l’E-cadhérine à tous les passages. La différence d’expression 
d’E-cadhérine entre les 2 modèles in vivo suggère que la réponse au docetaxel des tumeurs megix 
serait due au fait qu’elles ne présentent pas de phénotype mésenchymateux. 
 
Figure 69 :Expression de l’E-cadhérine dans les tumeurs au cours des passages. L’expression de l’E-cadhérine est 
observée par western blot. S : tumeur issue de la lignée parentale IGR-CaP1, utilisée comme référence. L’actine est utilisée 
comme témoin de charge. 
 
4.3. Expression des marqueurs d’EMT dans les tumeurs résistantes au docetaxel 
 
L’étude de l’expression des marqueurs d’EMT a été réalisée par western blot dans une tumeur 
IGR-CaP1 sensible et dans une tumeur IGR-CaP1 résistante au docetaxel. On observe une forte 
expression de la Vimentine dans les deux tumeurs (figure 70), ce qui corrèle avec les résultats obtenus 
in vitro. De plus, on observe une balance des cadhérines dans les tumeurs résistantes. L’apparition des 
marqueurs mésenchymateux est associée à la diminution d’expression de SHISA3. De façon 
surprenante, les tumeurs résistantes et sensibles expriment la même quantité de plakoglobine, 
suggérant que les desmosomes sont conservés dans les tumeurs in vivo. Ces données montrent que le 
phénotype mésenchymateux des lignées résistantes est conservé au cours des passages chez la souris et 
que l’EMT est fortement associée à la résistance de notre modèle. 





Figure 70 : Expression des marqueurs d’EMT dans les tumeurs résistantes au docetaxel. L’expression des marqueurs 
est observée par western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. 
 
Les tumeurs résistantes au docetaxel ont été remises en culture. La lignée cellulaire obtenue, 
appelé IGR-CaP1-R vivo, permet de conserver efficacement et durablement le modèle. De plus, 
l’amplification des cellules in vitro permet d’établir des protocoles sur un grand nombre de souris en 
un minimum de temps. Enfin, les variations expérimentales dues à l’hétérogénéité intra-tumorale 
pourraient être diminuées du fait que l’ensemble des souris peut être injectée avec la même population 
cellulaire. Les caractéristiques de ce modèle sont décrites ci-dessous. 
 
 
5. Le modèle cellulaire IGR-CaP1-R vivo 
 
5.1. Caractérisation de la lignée IGR-CaP1-R vivo 
 
Les cellules IGR-CaP1-R vivo ont une morphologie différente de la lignée sensible IGR-
CaP1. On peut observer de nombreuses projections cellulaires dans la lignée résistante, alors que les 
cellules sensibles n’expriment pas ou peu de ces structures même en condition de faible confluence 
(figure71A). Les cellules IGR-CaP1-R vivo ont aussi une taille plus importante que la lignée 
parentale, ce qui a été confirmé par cytométrie en flux (FSC).  La granularité (SSC) des cellules ne 
semble pas significativement différente, indiquant que les cellules présentent la même complexité 
cellulaire (densité en organite, irrégularités internes…). La cytométrie en flux permet de confirmer que 
la population cellulaire est homogène (figure 71B). De plus, les cellules IGR-CaP1-R vivo ont 
conservé le phénotype mésenchymateux des tumeurs dont elles sont issues après mise en culture 




(figure71C). L’ensemble de ces données montrent que la lignée obtenue après remise en culture des 
xénogreffes IGR-CaP1 résistantes au docetaxel a conservé les caractéristiques des tumeurs. 
 
Figure 71 : Caractérisation des cellules IGR-CaP1-R vivo. Photos prises en contraste de phase au grossissement 40X (A). 
La taille et la granularité des cellules ont été évaluées par cytométrie en flux (B). Western blot des marqueurs d’EMT (C) 
 
 
5.2. Résistance au docetaxel in vitro 
 
Les cellules remises en culture ont été traitées avec une gamme de concentration de docetaxel 
durant 72h. On observe une forte augmentation de l’IC50 des cellules IGR-CaP1-R vivo par rapport à 
la lignée sensible (4,1nM contre 303,3nM) (figure 72).Ces résultats montrent que la lignée IGR-CaP1-
R vivo issue de tumeurs remises en culture conserve l’ensemble des caractéristiques des tumeurs 
observées in vivo.    
 
Figure 72 : Résistance au docetaxel de la lignée IGR-CaP1-R vivo comparé à la lignée sensible. La viabilité cellulaire est 
mesurée en utilisant le WST-1. Les courbes et le calcul des IC50 ont été réalisés à l’aide du logiciel graphpad prism. 




5.3. Tumorigénicité des cellules IGR-CaP1-R vivo. 
 
Des tumeurs d’environ 100mm3 ont été obtenues 2 semaines après les xénogreffes (figure 
73A). De manière intéressante, les tumeurs sont de taille relativement homogène (figure 73B). La 
validation de la tumorigénicité de la lignée IGR-CaP1-R vivo est essentielle puisqu’elle confirme la 
réussite de la mise en culture du modèle tumoral.   
 
Figure 73 : Croissance des xénogreffes IGR-CaP1-R vivo.  La croissance tumorale a été suivie jusqu’à 4 semaines après 
l’injection des cellules (A). Les barres d’erreur représentent les écart-types entre les valeurs.  Les tumeurs ont été extraites  à 













6. Discussion  
 
L’utilisation de modèles précliniques est essentielle pour le développement de drogues 
anticancéreuses. Peu de modèles de CaP résistants au docetaxel existent, et aucun n’est utilisé comme 
référence. Au début de l’établissement de notre propre modèle, deux stratégies ont été utilisées en 
parallèle. Ce choix a été guidé par le fait que le taux d’échec lors du développement d’un modèle in 
vivo demeure élevé. De plus, le temps est un paramètre important pour l’établissement d’un tel 
modèle.  
La première stratégie a consisté à traiter les souris porteuses de tumeurs issues de lignées 
sensibles avec des doses croissantes de docetaxel. Ce procédé est généralement utilisé pour obtenir des 
lignées cellulaires résistantes in vitro. La lignée IGR-CaP1/megix, dont la tumorigénèse a été 
caractérisée au laboratoire, a été choisie pour sa capacité à recréer les stades avancés du CaP, 
notamment les métastases osseuses de type mixte. La lignée 22RV1 aurait également pu être utilisée 
puisqu’elle possède les mêmes caractéristiques [436], cependant le modèle résistant n’avait pas encore 
été établi à ce moment. L’autre avantage d’utiliser le modèle IGR-CaP1 vient du fait que les 
mécanismes de résistance au docetaxel de ce modèle ont été étudiés in vitro, nous permettant d’étudier 
in vivo les nouvelles cibles thérapeutiques identifiées au laboratoire. Cependant, malgré des résultats 
encourageants lors de l’administration croissante de docetaxel, cette stratégie n’a pas permis d’obtenir 
un modèle de CaP résistant au docetaxel. Cet échec illustre la difficulté d’obtenir un modèle résistant 
in vivo. Plusieurs pistes peuvent expliquer cet échec. Le seuil utilisé pour débuter le traitement au 
docetaxel était basé sur la bioluminescence des tumeurs. Il s’est finalement avéré que le volume 
tumoral correspondant au seuil de bioluminescent choisi était trop important pour observer une 
réponse à la drogue. En effet, il a été montré que les tumeurs trop volumineuses possèdent des zones 
d’hypoxie qui peuvent conférer une résistance au docetaxel. L’utilisation d’un volume tumoral 
maximum de 150mm
3
 comme seuil pour le traitement au docetaxel aurait pu permettre une sélection 
efficace et l’établissement du modèle. De plus, il est possible que l’administration unique d’une faible 
dose de docetaxel n’ait détruit que les cellules situées à la périphérie de la tumeur sans induire de 
dommages aux cellules situées plus en profondeur. Enfin, en l’absence de pression pharmacologique 
efficace, les cellules tumorales n’ont pas acquis le phénotype mésenchymateux nécessaire pour 
survivre au traitement par docetaxel.  
La deuxième stratégie a consisté à développer des xénogreffes issues de cellules résistantes in 
vitro. L’observation la plus étonnante est la très faible tumorigénicité de l’ensemble des clones 
résistants. Nous avons fait la même observation au laboratoire avec le modèle PC3-R12. Les cellules 
mésenchymateuses sont caractérisées par une augmentation des capacités migratoires et invasives, 
cependant il n’existe pas de consensus clair sur le rôle de l’EMT dans la prolifération cellulaire. Cela 




pourrait être dû au fait que l’inducteur d’EMT le plus utilisé in vitro est le TGFβ, qui est lui-même un 
inhibiteur de la prolifération cellulaire. De manière intéressante, les travaux d’Evdokimova et al. ont 
montré que l’EMT induite par la surexpression de la protéine YB-1 entraine une augmentation de la 
migration cellulaire associée à une inhibition de la prolifération [437]. Ces résultats correspondent à la 
théorie selon laquelle les cellules mésenchymateuses ayant migré au site métastatique réalisent une 
transition inverse (MET). Celle-ci leur permettrait non seulement d’augmenter l’adhérence aux 
cellules stromales, mais aussi d’augmenter leur prolifération ce qui est essentiel au développement de 
la métastase. In vivo, la surexpression du miR-200c diminue la tumorigénicité des xénogreffes de 
lignées de cancer de l’ovaire en induisant une réversion vers un phénotype épithélial [438]. Cependant, 
d’autres travaux ont montré que l’induction de la MET par l’intermédiaire de la surexpression de Klf4 
(Kruppel-like factor 4) ne modifie ni le poids ni la taille des xénogreffes de cellules 
mésenchymateuses de cancer du foie [439]. Enfin, il a été montré que le microenvironnement joue un 
rôle primordial dans la tumorigénicité des xénogreffes. En effet, il a été montré que la prolifération de 
xénogreffes issues de cellules souches mésenchymateuses isolées à partir de tissus cancéreux de colon 
est dépendante de la sécrétion d’IL-6 par le microenvironnement [440]. Les cellules résistantes IGR-
CaP1 présentant à la fois des caractéristiques de cellules souches et mésenchymateuses, il est possible 
que le microenvironnement, et donc le site d’injection de ces cellules, soit important pour leur 
prolifération. 
Une autre caractéristique intéressante du modèle IGR-CaP1-R vivo est sa capacité à conserver 
son phénotype mésenchymateux au cours des passages. Cette propriété est différente du phénomène 
décrit par Chaffer et al. dans lequel des passages successifs de tumeurs mésenchymateuses entrainent 
une réversion partielle vers un phénotype épithélial [303]. Cette capacité à garder le phénotype 
mésenchymateux malgré les passages successifs pourrait provenir d’un mécanisme développé par les 
cellules résistantes. De manière intéressante, la mise en culture des tumeurs résistantes n’influe 
également pas sur l’expression des marqueurs mésenchymateux. L’obtention d’une lignée capable 
d’être cultivée in vitro est essentielle pour l’établissement d’un modèle de référence. En plus de 
permettre une conservation dans de meilleures conditions, l’utilisation d’une lignée permet 
d’augmenter la reproductibilité des résultats. Cette propriété a été vérifiée lors du test de 
tumorigénicité de la lignée IGR-CaP1-R vivo, au cours duquel l’ensemble des souris a développé des 
tumeurs de tailles similaires.  
Enfin, l’un des résultats les plus intéressants dans la cadre de ma thèse a été l’observation 
d’une corrélation entre l’expression de SHISA3 dans les tumeurs et leur réponse au docetaxel in vivo. 
Ces données suggèrent que SHISA3 pourrait être un marqueur de réponse au traitement par docetaxel 
chez les patients. Dans la mesure où il a été montré au laboratoire que les cellules résistantes au 
docetaxel présentent une résistance au cabazitaxel (données non montrées), il est possible que SHISA3 
puisse être un biomarqueur général de résistance aux taxanes. Cependant, le manque d’anticorps 




disponibles en IHC n’a pas permis de confirmer cette hypothèse. Une autre approche serait de mesurer 
l’expression des marqueurs d’EMT comme la perte d’E-cadhérine ou l’expression de ZEB1. 
Cependant, le marquage de ces protéines dans les biopsies de cancer de la prostate donne des résultats 
contradictoires selon les études [423]. De plus, ces marqueurs ne sont pas indépendants du score de 













































Le traitement des patients CRPC résistants au docetaxel a été notablement amélioré au cours 
de ces quatre dernières années. Le développement de nouvelles thérapies a été rendu possible grâce à 
une meilleure connaissance des mécanismes de résistance mis en place au cours de la progression du 
CRPC. Trois traitements (le cabazitaxel, l’acétate d’abiratérone et l’enzalutamide), actuellement 
utilisés en clinique, ont montré un bénéfice de survie chez les patients progressant sous docetaxel. La 
tendance actuelle est l’utilisation de ces hormonothérapies de nouvelle génération en première ligne de 
traitement des CRPC en remplacement de la chimiothérapie par docetaxel, moins bien tolérée par les 
patients. Toutefois, une proportion importante des patients qui progressent après une première ligne 
d’hormonothérapie par l’abiratérone ne répondent pas au docetaxel, suggérant que les cellules 
tumorales développent des mécanismes de résistance croisée [441]. De même, une moindre efficacité 
de l’enzalutamide est observée chez les patients CRPC ayant préalablement reçu du docetaxel [442]. 
In vitro, il a récemment été montré que les cellules de CaP résistantes à l’abiratérone ne répondent ni 
au docetaxel ni au cabazitaxel, de même pour les cellules résistantes à l’enzalutamide [443]. De plus, 
les auteurs ont montré que les traitements au docetaxel et au cabazitaxel perturbent le transport 
nucléaire du AR, suggérant que la signalisation des androgènes est importante pour la résistance 
croisée observée dans ces modèles cellulaires. Ces données démontrent l’importance d’identifier de 
nouvelles cibles thérapeutiques indépendantes de la signalisation des androgènes.  
Dans cette optique, de nombreuses études sans apriori à partir de micro-arrays ont démontré 
que la résistance aux taxanes est multifactorielle. Nous avons vu en introduction que la 
chimiorésistance implique des mécanismes complexes (figure 74). Au laboratoire, nous avons 
notamment montré que nos modèles résistants au docetaxel expriment la P-gp, mais son inhibition ne 
sensibilise que partiellement ces cellules à la chimiothérapie. L’intégration des données d’expression 
de gènes et de miRs potentiellement impliqués dans la résistance nous a permis d’identifier l’EMT 
comme un mécanisme de résistance au docetaxel dans les lignées IGR-CaP1-R et PC3-R. En 
comparaison avec les lignées parentales, les lignées résistantes sont caractérisées par l’expression des 
marqueurs mésenchymateux ZEB1, Vimentine et N-cadhérine ainsi que par la perte des protéines de 
jonctions cellulaires. Cibler l’EMT est une stratégie très intéressante d’un point de vue clinique, 
puisque ce processus semble également impliqué dans la résistance aux hormonothérapies [444], 







Figure 74 : Synthèse des mécanismes de résistance au docetaxel dans le CaP 
 
Au cours de ce travail de thèse, un nouveau gène impliqué dans l’induction de l’EMT a été 
découvert. SHISA3 est un gène impliqué dans le développement embryonnaire qui est sous-exprimé 
dans les cellules de CaP résistantes au docetaxel. L’inhibition de SHISA3 avec un siARN dans les 
lignées parentales sensibles entraine la dégradation des jonctions cellulaires, l’expression des 
marqueurs mésenchymateux et augmente les capacités migratoires des cellules. Initialement décrit 
comme un inhibiteur des récepteurs FZD et FGFR, nos travaux ont démontré que SHISA3 interagit 
avec le récepteur TGFβRII dans nos modèles cellulaires. Cependant, le mécanisme par lequel SHISA3 
inhibe ce récepteur reste encore à élucider. Nous avons montré que SHISA3 est associé à la forme 
mature du récepteur TGFβRII, suggérant que l’interaction entre les deux protéines s’effectue dans un 
premier temps au niveau de la membrane plasmique. L’étude de la localisation de TGFβRII et de 
SHISA3 en microscopie confocale montre que les deux protéines co-localisent également dans des 
vésicules périnucléaires. L’analyse bioinformatique des séquences de la famille SHISA montre que 
SHISA3 possède un motif PY lui permettant d’interagir avec des E3 ubiquitine ligase de la famille 
NEDD4. Cette famille comprend les ubiquitine ligases SMURF1 et SMURF2, des protéines 
essentielles dans les phases précoces de l’EMT et la régulation de la voie du TGFβ. En particulier, 
SMURF2 est impliqué dans le mécanisme d’inhibition du complexe TGFβRI/II par SMAD7 [446]. Le 
complexe TGFβR/SMAD7/SMURF2 est ensuite internalisé dans des vésicules de cavéoline afin d’être 
dégradé [447], [448]. Il est possible que les vésicules que nous observons en immunofluorescence 
correspondent à l’internalisation du complexe TGFβRII/SHISA3 au sein des vésicules riches en 
cavéoline. Le fait que  la protéine endogène soit particulièrement difficile à solubiliser pourrait être dû 
à sa localisation dans ces vésicules composées de radeaux lipidiques. Enfin, des données récentes 





CaP1-R, contrairement à ce qui est observé dans la lignée sensible. Ces données nous permettent de 
proposer l’hypothèse selon laquelle SHISA3 pourrait être impliqué dans la destruction du complexe 
TGFβRI/II en interagissant avec le récepteur TGFβRII et l’ubiquitine ligase SMURF2 (figure 75). 
 
 
Figure 75 : Hypothèse sur le mécanisme d’action moléculaire de SHISA3 
 
L’absence de SHISA3 dans les cellules résistantes au docetaxel présentant un phénotype 
mésenchymateux nous empêche de considérer SHISA3 comme une cible thérapeutique directe.  
Cependant, il est possible de simuler son effet en inhibant la voie du TGFβ. Les inhibiteurs spécifiques 
de TGFβRII existants n’ayant jamais été utilisés en clinique, nous avons choisi d’étudier l’effet d’un 
inhibiteur de l’activité kinase de TGFβRI. Le LY2157299 a montré une efficacité prometteuse dans le 
traitement de xénogreffes de cancer du sein résistantes au paclitaxel et il est actuellement évalué dans 
plusieurs essais cliniques de phase II. Nous avons observé que le prétraitement au LY2157299 
sensibilise les cellules IGR-CaP1-R au docetaxel, montrant l’importance de la voie de signalisation du 
TGFβ dans la résistance au docetaxel de nos lignées. Si nous arrivons à valider l’efficacité de cet 
inhibiteur dans notre modèle animal résistant au docetaxel, nos résultats pourraient rapidement être 
transférés en clinique chez les patients réfractaires au docetaxel. 
L’expression des miRs qui participent à la régulation de l’EMT a également été étudiée dans 
les cellules résistantes au docetaxel présentant un phénotype mésenchymateux. La surexpression de 
miR-31 et la sous-expression du cluster miR-141/200c ont été observées dans les deux lignées 
résistantes IGR-CaP1-R et PC3-R. Le ciblage de l’expression des miRs dans les tumeurs solides est un 
axe thérapeutique prometteur dans le traitement des résistances aux chimiothérapies liées à l’EMT 
[449], [226]. Les stratégies visant les miRs ont conduit au développement de nouvelles molécules 





oligonucléotides complémentaires des miRs modifiés pour augmenter leur stabilité, ce qui permet leur 
administration in vivo [450]. Les LNA sont intéressants pour induire l’expression d’une protéine en 
ciblant son miR régulateur. Le site de prédiction targetscan (www.targetscan.org) a permis d’identifier 
le miR-590-3p comme un inhibiteur potentiel de SHISA3. Ce miR est surexprimé dans les tissus de 
cancer du foie et participe à la progression tumorale [451]. Cependant son expression dans nos 
modèles cellulaires reste inconnue, ce miR étant absent des cartes TLDA utilisées. Néanmoins, ces 
données constituent un axe de recherche intéressant.   
En parallèle de l’étude SHISA3, un modèle de CaP résistant au docetaxel a été établiin vivoà 
partir de cellules IGR-CaP1 résistantes in vitro. Ce modèle est caractérisé par l’expression de 
marqueurs mésenchymateux associés à la perte d’expression de SHISA3 et permettra l’évaluation 
préclinique de nouvelles cibles thérapeutiques identifiées au laboratoire, tels que le TGFβRII et CHK1 
[133]. Ce modèle tumoral a été remis en culture avec succès, les cellules conservant leur phénotype 
mésenchymateux, la perte d’expression de SHISA3 et leur résistance au docetaxel. L’obtention d’un 
modèle disponible à la fois in vitro et in vivo permet également d’envisager des stratégies basées sur la 
transfection stable, autorisant l’étude de l’expression ou de l’inhibition de gènes cibles in vivo et 
l’obtention d’un modèle de résistance bioluminescent. L’injection intra-osseuse de cellules 
bioluminescentes résistantes au docetaxel permettra de reproduire au mieux les stades avancés du CaP 
métastatique résistant au docetaxel tout en suivant la croissance tumorale. 
Enfin, l’expression de SHISA3 pourrait être utilisée comme biomarqueur prédictif de réponse 
au docetaxel. En effet, nous avons pu montrer que l’expression du gène est corrélée à la réponse à la 
chimiothérapie in vivo. De plus, les résultats publiés cet été par Chen et al. ont montré que 
l’expression de SHISA3 chez les patients atteints de NSCLC est associée à une meilleure survie 
globale et une meilleure survie sans progression. Il n’existe à ce jour aucune étude clinique publiée 
visant à traiter les patients chimiorésistants avec des stratégies ciblant l’EMT (seule une phase I en 
recrutement : NCT01999972). Les études réalisées jusqu’à présent dans les tumeurs de prostate pour 
corréler l’expression des marqueurs d’EMT (E-cadherine, Vimentine, Zeb1…) avec la progression 
tumorale n’ont pas réussi à identifier un biomarqueur qui soit indépendant du score de Gleason. Ces 
marqueurs n’apportent donc aucune information supplémentaire par rapport aux critères classiquement 
utilisés par les pathologistes et ne donnent aucune information sur la réponse au traitement. Nos 
résultats suggèrent que la perte d’expression de SHISA3 est un événement précoce de l’EMT. Il est 
donc possible que le niveau d’expression de SHISA3 permette de discriminer, de façon précoce, les 
patients répondeurs ou non-répondeurs et ainsi éviter les traitements inutiles. Il est donc important de 
valider l’expression de SHISA3 comme biomarqueur de réponse au docetaxel sur des cohortes de 
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SHISA3 is a transmembrane protein that was originally identified as an inhibitor of Wnt and 
FGF signaling during development in Xenopus and was recently identified as a tumor 
suppressor in lung cancer by promoting β-catenin degradation. Consistently, we found that 
SHISA3 was highly expressed in genitourinary and digestive normal tissues and was 
significantly lost in the corresponding tumors. By comparing genes and miRs expression 
profiles established in two Docetaxel-resistant models, we showed that SHISA3 was lost 
during the epithelial-to-mesenchymal transition which coincides with the acquisition of 
resistance to Docetaxel in prostate cancer cells. Knockdown of SHISA3 in the parental IGR-
CaP1 and PC3 cells triggered loss of the tight junction protein Occludin, engaged the 
Cadherin switch and increased the migratory properties of cells in vitro. Proteomic analyses 
of SHISA3 partners in both cell lines led us to the identification of the Transforming Growth 
Factor Beta Receptor II (TGFβR2) as SHISA3 interacting protein. The complexes were 
localized both as discrete speckles at the plasma membrane and in cytoplasmic granules, 
suggesting that SHISA3 could be implicated in the down-regulation of TGFβ signaling and in 
the maintenance of the epithelial phenotype. In resistant cells, loss of SHISA3, which allows 
TGFβ signaling, led to mesenchymal phenotype. Furthermore, our results suggested that the 
TGFβR1 kinase inhibitor LY2157299 could be used in combination with Docetaxel to 
overcome Docetaxel resistance. Together, these experiments describe a new mechanism of 
acquisition of chemoresistance in prostate cancer and suggest a therapeutic strategy to 
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Prostate Cancer (PCa) has become the most common nonskin cancer in men in the Western 
world and the sixth leading cause of cancer-related death among men 
worldwide[1].Docetaxel is the standard of care as first-line chemotherapy for progressing 
patients with metastatic castration-resistant PCa(mCRPC) and improves patient survival by 
months.Unfortunately,a great number of patients respond poorly to Docetaxel owing 
toinherent or acquired drug resistance. Today, there is no standard second line treatment for 
CRPC resistant to chemotherapy[2]. Since 2010, treatment options have changed 
substantially for patients with CRPC,with six new molecules being approved, including the 
new taxane Cabazitaxel and two new androgen castration therapies, Abirateroneand 
Enzalutamide[3]. But except for Cabazitaxel, which was developed to overcome the MDR 
efflux pomp, which limits the efficacy of Docetaxel, these new molecules are not intended to 
directly overcome Docetaxel resistance. Indeed, cross-resistance between Docetaxel and 
the new hormone therapies wasreported based on both in vitro and clinical data[4–8]. These 
observations suggest that it would be preferable to use biology-driven therapeutics directly 
implicated in the Docetaxel-resistance mechanism.  
The knowledge of the resistance mechanism is thus crucial and could lead to both the 
identification of biomarkers that can be used to determine the prognosis of CRPC patients 
receiving Docetaxel-based therapy, and to the discovery of new therapeutic agents to 
improve chemosensitivity to Docetaxel in PCa patients. 
 
The complexity and the multimodal aspect of the mechanism of resistance to taxane in PCa 
have been illustrated by numerous studies [9–11]. During the past few years, we and several 
other investigators have developed in vitro models that mimic the resistance to Docetaxel 
observed in clinics. From these models, studies using anon a-priori approach led to the 
discovery of new signaling pathways and new genes involved in the chemoresistancein 
PCa.As demonstrated in vitro and in vivoby Domingo-Domenechet al., a population of 
Docetaxel-resistant cells harboring high tumor-initiating capacity under the control of the 
  
developmental signaling pathways Notch and Hedgehog was identified, suggesting that 
these pathways could represent a therapeutic strategy for abrogating Docetaxel resistance in 
CRPC[12]. With a similar in vitroapproach, we reported the loss of the cell cycle regulator 
LZTS1 conferring Docetaxelresistance by down-regulating CDC25C phosphatase at the 
mitotic checkpoint. Indirect targeting of CDC25C with inhibitors of cell cycle kinases CHK1 
and PLK1 provides a mean to overcome chemoresistance[13]. More recently, Epithelial-to-
Mesenchymal Transition(EMT) has been found to play a critical role in cancer drug 
resistance, but the nature of this intrinsic link remains unclear[14]. 
 
Cancer cells have the property to change their phenotype by engaging themselves in EMT 
which allows the acquisition of migratory and invasive properties necessary for metastasis 
dissemination. During this process, tumor cells lose their epithelial cell markers, namely E-
Cadherin and β-catenin, and gain mesenchymal cell markers such as N-cadherin and 
Vimentin. These changes are responsible for the characteristic loss of cellular adhesion and 
gain of migratory capacities, leading to metastasis spreading. Depending on the cell context, 
the plasticity of the epithelial phenotype enables cells to transition through multiple rounds of 
EMT and Mesenchymal-to-Epithelial Transition (MET). EMT and MET have been closely 
linked to stemness in development and cancer. In the recent years, accumulating evidences 
indicate that EMT and cancer stem cells (CSC) play important roles during the development 
of drug resistance of prostate cancer[15]. Several studies have reported that the cells which 
underwent EMT are enriched in CSC markers which delineate a cell population supposed to 
be responsible for the chemoresistance[16,17]. During this process, miRNAs play a critical 
role in linking EMT phenotypes and CSC signatures, namely miR-200 family, miR-203 and 
miR-205[16,18–22]. However, the role of CSCs, their relationship with EMT and the 
regulation of signaling pathways in CaPchemoresistance still need to be investigated. 
 
In a previous work, we identified a signature of genes differentially expressed between 
parental and Docetaxel resistant IGR-CaP1 cell line [13]. In the present work, we compiled 
  
both differential gene expression and miR expression profiles in two Docetaxel-resistant IGR-
CaP1 and PC3 models to go further inside the mechanisms of Docetaxel resistance. We 
showed that the resistance is accompanied by the expression of EMT markers, such as a 
high increase of ZEB1 expression. In addition, we discovered the SHISA3 gene in prostate 
cancer cells, and its implication in the EMT process. Functional validation of its role with 
siRNA showed that SHISA3 regulatesthe TFGβ-mediated EMT process by interacting with 
the Transforming Growth Factor Beta Receptor II (TGFβR2). Finally, our results led to the 
demonstration that combined treatment of Docetaxel with therapies targeting TGFβ signaling 
can circumventDocetaxel resistance in prostate cancer. 
  
RESULTS 
Identification of SHISA3 as the most under-expressed gene in Docetaxel-resistant 
cells  
To investigate the molecular mechanisms implicated in resistance to taxane, we compared 
gene expression profiles of Docetaxel-resistant versus parental cells. A previous analysis 
obtained in the IGR-CaP1 prostate cancer cells showed that SHISA3 was the most under-
expressed gene in the Docetaxel-resistant IGR-CaP1 (IGR-CaP1-R) cells (Fold-change = 
-187, p-value<0.05) [13].We generated a second model of Docetaxel-resistant cells by 
exposing PC3 cells to increasing Docetaxel concentration in long term cultures 
(Supplementary Figure S1). As we didwith the IGR-CaP1-R model, we obtained a signature 
of 450genes potentially implicated in the resistance of the PC3 model(Supplementary Table 
S1) and observed that the SHISA3 gene was also down-regulated in Docetaxel-resistant 
PC3 (PC3-R) cells (Fold-Change=-3.62, p-value<0.05). Extinction of the SHISA3 gene was 
confirmed by RT-qPCR in both resistant cell lines (Figure 1A). The SHISA3 gene encodes a 
protein of 26 kDa which was detected in western blot in parental IGR-CaP1 cells and to a 
lesser extent in PC3 cells, but was undetectable in Docetaxel-resistant cell lines (Figure 1B).  
 
To datethe SHISA3 gene has been poorly described in humans; the expression of SHISA3in 
various human cell lines was determined by RT-PCR. Various expression levels were 
observed in prostate cancer cell lines, the IGR-CaP1 and PC3 cell lines showing the highest 
SHISA3 expression level. We also detected SHISA3 in HEKkidney cells and in SKMEL-31 
melanoma cells (Figure 1D).In addition, we determined SHISA3 expression by quantitative 
RT-PCR in a panel of human normal tissues. Figure 1E shows that SHISA3 was 
preferentially expressed in genitourinary tissues and in the digestive system. As we identified 
SHISA3 in prostate cancer cell lines, we compared SHISA3 expression in normal and in 
tumors tissues and we showed that SHISA3 expression was generally lost in prostate 
cancer. This differential expression was also significantly observed in renal, colon and lung 
tumors (Figure 1F). 
  
 
In both Xenopusand mouse, the SHISA3 homologues were implicated in thehead formation 
and somites development, preventing the maturation of the Frizzled and fibroblast growth 
factor (FGF) receptors by trapping them in the endoplasmic reticulum (ER)[23–25]. We 
examined the subcellular localization of SHISA3 using confocal microscopy. Based on these 
previous data, we expected to observe SHISA3 on the ER at the cellular level. Commercial 
antibodies did not allow detection of the endogenous SHISA3 protein in IGR-CaP1 cells. 
Surprisingly, we observed that over-expressed Flag-tagged SHISA3in HEK cells 
waslocalized both in a large cytoplasmic structure and in discontinuous speckles at the 
cytoplasmic membrane (Figure 1F). The same cytoplasmic localization was also observed in 
PC3 transfected cells (data not shown), without any overlapping with the ER labeling. 
All together, we showed that SHISA3, is generally down-regulated in tumors, even more so 
in the chemoresistant cell lines, suggesting a role of this protein in the mechanism of 
Docetaxel-resistance in prostate cancer. 
 
Docetaxel-resistant cellsis correlated with EMT phenotype 
Implication of the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is established in cancer 
progression[26]. More recently, the concept has emerged that EMT is implicated in drug 
resistance in several solid cancers, including acquisition of resistance to chemotherapeutic 
agents[27–29]. Recently published results reported the implication of EMT in Docetaxel 
resistance, in a process which implies both cancer stem cells (CSC) properties and specific 
miRNAexpression[16].A small set of miRNAs were shown to play a pivotal role in the 
regulation of  EMT in prostate cancers[30–32]. Considering the importance of miRNAs in the 
mechanisms of resistance, we analyzed the miRNA gene expression profiles in our resistant 
models.  
To go further in determining particular pathways implicated in Docetaxel resistance in PCa, 
we first analyzeda miRNA signature which was differentially expressed between Docetaxel-
resistant and parental cells in the two cell lines IGR-CaP1 and PC3. The miRNA expression 
  
levels were quantified by RT-qPCR by using TLDAmicrofluidic cards (Supplementary Table 
S2).Wethus identified a number of miRNAs that have been implicated in EMT (Figure 2A). 
Among the repressed miRNAs, many have been reported previously as critical regulators of 
EMT, such as the miR-200 family (miR-200b, miR-200c, miR-141) and miR-
203[16,33]. When we compared transcriptional gene signatures of Docetaxel-resistant IGR-
CaP1 and PC3 cells withan EMT gene signature [26], we found that genes of the EMT 
process were significantly enriched in both the IGR-CaP1-R signature (9.25%; p-
value=4.10x10-15) and in the PC3-R signature (11%; p-value=4.96x10-41) (Fisher test)(Figure 
2B). We noted that the EMT expression signatures slightly overlapped and were mostly 
distinct between the two cell lines, suggesting differences in the specific genes implicated in 
the same cellular process. Thus, our results suggest that EMT is a major process in 
Docetaxel resistance in our models. Indeed, we observed that Docetaxel-resistant cells have 
different morphological characteristics compared to the parental cell lines (Figure 2C). PC3-R 
cells were individualized and showed a fibroblast-like phenotype, whereas the resistant IGR-
CaP1-R cells showed an increase in cell size suggesting changes in the intercellular 
junctions, typical of mesenchymal cells[34]. Therefore we decided to study the expression of 
known epithelial and mesenchymal markers by western-blotting and immunofluorescence. 
Western blot analysis showed the loss of epithelial markers such as E-cadherin (CDH1) and 
β-catenin (CTNNB1) in both Docetaxel-resistant cells concomitant with a gain of expression 
of mesenchymal markers such as N-cadherin (CDH2) and Vimentin (VIM) (Figure 2D). 
Surprisingly, VIM was expressed in the parental IGR-CaP1 cell line. Immunofluorescence 
staining confirmed the loss of plasma membrane E-Cadherin in resistant cells (Figure 2D). 
The change of cellular morphology of Docetaxel-resistant cells suggests a disorganization of 
cellular junctions. Intercellular junctions are composed of tight and adherent junctions 
including desmosomes, characterized by the expression of various proteins such as 
claudins, occludins (OCLN), ZonaOccludens (ZO) proteins, plakoglobin (JUP) or desmoglein. 
To study the junctions, we looked at the expression of the tight-junction protein OCLN and 
JUP. Western blot and immunofluorescence analysis in Figure 2E and 2F showed the 
  
decrease of OCLN and JUPin resistant cells of both cell lines respectively. The 
reorganization of the cytoskeletal architecture depends on the expression of master 
regulators including Snail (SNAI1), Slug (SNAI1), TWIST and Zinc-finger E-box binding 
(ZEB) transcription factors, which have been characterized in EMT. Figure 2G shows that 
ZEB1 was overexpressed in both Docetaxel-resistant cells, whereas SNAI1 was increased 
only in IGR-CaP1-R by qRT-PCR. The results were confirmed by Western-blotting, although 
SNAI1was barely detectable. Immunofluorescence shows the nuclear localization of ZEB1 in 
resistant cells. Overall, our results showed that Docetaxel-resistant cells have undergone a 
profound remodeling and have become mesenchymal cells.  
 
SHISA3 silencing promotes EMT in parental cells 
To question the functional relationship between the repressed SHISA3 gene and EMT in 
Docetaxel-resistant cells, we mimicked the resistant phenotype in both parental cell lines by 
using siRNA against SHISA3 (siSHISA3). Loss of tight junctions is the first event in the 
process of EMT. Therefore to determine if SHISA3 knockdown had a similar effect as loss of 
SHISA3 in resistant cells on the expression of tight junction proteins, we looked at the 
expression of OCLN by western-blot analysis. Our results show that the silencing of SHISA3 
induced the loss of OCLN in both cell lines suggesting a link between loss of tight junctions 
and down-regulation of SHISA3 in resistant cells (Figure 3A). We then investigatedif this loss 
induced morphological changes, as observed in resistant cells. Strikingly, using phase 
contrast microcopy, we showed that SHISA3 knockdown induced morphological changes in 
both IGR-CaP1 and PC3 cell lines; the major effect was observed with siSHISA3-3 (Figure 
3B). To go further, we analyzedthe expression of epithelial and mesenchyme markers in 
SHISA3-KD cells. As observed in the Docetaxel-resistant cells, siSHISA3 decreases the 
expression of the epithelial marker CDH1 and increasesthe expression of themesenchymal 
proteins CDH2 and SNAI1 (Figure 3C) suggesting an induction of EMT when SHISA3 is 
down-regulated. 
  
As EMT is often accompanied by an increased cell migration, we measured cell migration by 
performing a wound healing assay 5 days after siSHISA3 transfections (Figure 3D). 
Consistently, silencing of SHISA3 significantly increased cell migration after 24h in both cell 
types. Together, our results show a functional relationship between SHISA3 and EMT 
suggesting the importance of this gene in the early steps of EMT. 
  
SHISA3 interacts with TGFβR2  
SHISA3 homologues were originally described as inhibitors of Wnt and FGF signaling 
pathways. Based on sequence similarity searches upon the SHISA gene family, Pei et al. 
proposed that SHISA3 may correspond to transmembrane adapters that could interact with 
ubiquitin ligases to regulate membrane proteins such as cell surface receptors [35]. 
To identify cytosolic proteins potentially interacting with SHISA3, we performed a 
comprehensive proteomic profiling of co-immunoprecipitated proteins. First, we constructed a 
SHISA3 expression vector containing an internal Flag tag to allow the cytoplasmic moiety of 
the protein free to interact with cytoplasmic proteins (Figure 4A). Flag-tagged SHISA3 was 
transiently expressed in IGR-CaP1 and PC3 cells, and Flag co-precipitated proteins were 
analyzed by nano-MS/MS (Orbitrap Q-Exactive) after tryptic digestion. Using this approach, 
protein extraction with milder detergent Brij 97 is supposed to retain both direct and indirect 
interactions. Twenty-eight proteins from a total of 3741 were specifically identified in both cell 
lines expressing SHISA3 (Supplementary Table S3). By clustering these proteins using 
cancer networks analysis Ingenuity© software, we identified one significant network which 
highlighted the EGFR and the TGBβR2 signaling pathways (Figure 4B). These two 
membrane receptors were present at different expression levels in both models 
(Supplementary Figure S2), suggestingthat SHISA3 may be implicated in EGFR and 
TGFβR2 signaling.  
To test this hypothesis, immunoprecipitations were performed in SHISA3-Flag 
overexpressing cellseither with antibodies against TGFβR2, EGFR, and Flag-tag or with non-
specific immunoglobulines. Co-immunoprecipation from IGR-CaP1 cells showed that 
  
SHISA3 interacted specifically with TGFβR2 whether the immunoprecipitating antibody was 
anti-TGFβR2 or anti-SHISA3 (anti-Flag) (Figure 4C).  EGFR did not co-precipitate with 
SHISA3. Identical results were observed in PC3 and in HEKcells (Figure 4C). Endogenous 
SHISA3 was also co-immunoprecipitated with TGFβR2 in IGR-CaP1 and in PC3 cells 
(Supplementary Figure S3). To confirm this interaction, we examined the subcellular 
localization of both SHISA3 and TGFβR2 by confocal microscopy after ectopic expression of 
HA-TGFβR2 and SHISA3-Flag in HEK cells. SHISA3 was preferentially observed in both 
speckles near plasma membrane and in cytoplasmic granules where it co-localized with 
TGFβR2 (Figure 4D). As we observed cytoplasmic SHISA3 in Golgi, we hypothesized that 
the complex SHISA3/TGFβR2 is localized in Golgi. Indeed TGFβR2 has been reported to 
localize in Golgi apparatus[36]. 
To determine if SHISA3 was involved in the regulation of TGFβ signaling through its 
interaction with TGFβR2, we treated parental IGR-CaP1 and PC3 cells with TGFβ for 5 days 
and then,analyzed the effect on the expression of SHISA3 and EMT markers (Figure 4E). 
We observed a decrease in SHISA3 expression in the treated cells compared to control cells. 
We also observed a decrease ofCDH1 expression and an increase in CDH2 and VIM 
expression in treated cells. Therefore we concluded that TGFβ mimicked the effect triggered 
by loss of SHISA3 in resistant cells and SHISA3 knockdown in parental cells. 
 
Together these results suggest that in epithelial cells, SHISA3 interacts with TGFβR2 
receptor in order to inhibit TFGβ signaling. In resistant cells, absence of SHISA3 alleviates 
this inhibition thus rendering TFGβR2 available to interact with TGFβ in order to maintain the 
mesenchymal state. 
 
SHISA3 regulates TGFβR2 through ubiquitination 
SHISA3 was proposed to inhibit transmembrane receptors by interacting with ubiquitin 
ligase[35]. Herein, we should observe poly-ubiquitinated forms of TGFβR2 in the presence of 
SHISA3. To test this hypothesis, immunoprecipitation was performed with TGFβR2 
  
antibodyin parental and resistant IGR-CaP1 cells. Immunoprecipitated proteins were 
subjected to an immunoblot analysis and revealed with anti-TGFβR2 and anti-ubiquitin 
antibodies. Figure 5Ashowed that endogenous TGFβR2 was expressed as a high molecular 
weight receptor in these cells, corresponding to highly glycosylated forms of the 
receptor[36,37]. This non-ubiquitinated form was expressed to the same extent in parental 
and resistant cells. Moreover, ubiquitinated forms of TGFβR2 were much more co-
immunoprecipitatedin the SHISA3-expressing parental cells. This result suggested that the 
interaction between SHISA3 and TGFβR2 triggers the ubiquitinationof TGFβR2 which inhibits 
its signaling. To confirm this hypothesis, we evaluated the impact of ectopically expressed 
SHISA3 on the ubiquitination of TGFβR2 in IGR-CaP1 cells in the presence or not of co-
expressed HA tagged–ubiquitin vectors (Figure 5B). The results show that the expression of 
SHISA3 highly increased the ubiquitinated forms of endogenous TGFβR2 (compare lane 2 
and lane 4). These data showed that SHISA3 increases the ubiquitination of TGFβR2 
suggesting that it participates in the regulation of TGFβR2 expression. 
 
Inhibition of TGFβR2 signaling increasescell death of Docetaxel-resistant cells  
We showed that SHISA3 interacts with the TGFβR2 receptor. This interaction may thus 
prevent its interaction with TGFβR1 and impedes TGFβ signaling, maintaining cells in an 
epithelial state. In resistant cells where SHISA3 is absent, TFGβR2 is able to trigger and to 
maintain the mesenchymal state. We thus hypothesized that blocking TFGβR2 in resistant 
mesenchymal cells could induce the death of resistant cells restoring their sensibility to 
Docetaxel.  In cancer cells, TGFβ binding to the membranous TGFβR2 receptor homodimer 
allows the dimerization of TGFβR2 with TGFβR1 receptor homodimers, then leading to 
activation of TGFβR1 kinase and subsequent activation of the signal transduction which 
finally promotes tumour progression [38].  
Inhibition of TGFβR1 is astrategy to inhibit TGFβ signaling. LY2157299 is a small molecule 
inhibitor of TGFβRI which is the most advanced TGFβsignaling inhibitor under clinical 
development. Furthermore, in a triple-negative breast cancer xenograft model,  LY2157299 
  
had synergistic effect with paclitaxel chemotherapy preventing the development of cancer 
stem cells [39]. We thus decide to examine the impact of targeting the TGFβ signaling 
pathway with the specific pharmacological LY2157299 inhibitor on the survival of parental 
and Docetaxel-resistant prostate cancer cells. Figure 5A shows that treatment of cells with 
25µM of LY2157299 alone did not affect the survival of parental and resistant cells. However, 
when combined with 100nM of Docetaxel, the survival of the resistant cells was significantly 
decreased (more than 50% of colonies). We wanted to determine if cells died from apoptosis 
and if co-treatment of Docetaxel and LY2157299could have a synergistic effect. Thus, 
parental and resistant IGR-CaP1 cells were treated with Docetaxel or LY2157299 or a 
combination of both as indicated in figure legend. We observed that Docetaxel or LY2157299 
alone induced apoptosis in parental cells (21% and 17% respectively). Combination of 
Docetaxel and LY2157299 had no additive effect. In resistant cells, Docetaxel or LY2157299 
alone had no effect whereas the combination induced an increase of apoptosis (21% 
apoptopic cells compared to 15% in control or Docetaxel-treated cells). Therefore, we 
conclude that cells died only partially from apoptosis, other mechanisms are likely involved. 
Our results show that the targeting of the TGFβ signaling pathway with LY2157299 in 





The mechanism of resistance to Docetaxel is complex and multifactorial, involving both the 
tumor microenvironment and profound changes of the intrinsic properties of tumor cells. 
Intensive studies on taxane resistance have accumulated during the past ten years 
suggesting co-existence of multiple mechanisms and intrinsic specificities of prostate 
cancer[9,10]. However, therapeutic strategies used so far to overcome Docetaxel resistance 
in prostate cancer have proved inefficient as evidenced by reported negative phase III clinical 
trials combining new agents with Docetaxel[3,40]. So, efforts need to be pursued to 
circumvent taxane resistance in prostate cancer. 
 
During the last four years, the development of cellular models of chemoresistant prostate 
cancer and the use of whole-genome arrays have enabled the identification by investigators 
of new molecular pathways implicated in the mechanism of survival of chemoresistantPCa 
cells. Previous work from our group correlated the loss of the cell cycle regulator LZTS1 with 
docetaxel resistance [13]. Other study support a role for the Notch and Hedgehog pathways 
in the development of resistance to Docetaxel [12]. Other studies have also shown the 
implication of the Epithelial-to-Mesenchymal transition (EMT) in this process[16,17]. 
 
Emerging evidence suggests that reactivation of EMT processes may facilitate the 
development of prostate cancer and metastases [41]. During this process, epithelial cells 
lose their junctions, reorganize their cytoskeleton and undergo a signaling program to modify 
their gene expression. These changes are responsible for the characteristic loss of cellular 
adhesion and gain of migratory capacities, leading to metastasis spreading. These data are 
supported by the observations that E-cadherin expression is inversely related to patient 
survival[42]. The EMT phenotype was also associated with increased stem cell 
characteristics and activated TGFβ signaling [43]. In preclinical models of prostate cancer, 
EMT endows epithelial cells to undergo mesenchymal properties such as invasion, stem-cell 
like phenotype and prevention of apoptosis, thus facilitating cancer metastasis. The 
  
implication of androgen-deprivation regarding EMT is still not totally elucidated. Conflicting 
data have been shown, some reports showing that androgens induce activation of EMTand 
its effectors[44,45], while others demonstrate that EMT is activated in response to androgen 
deprivation[46–48]. We and others observed EMT in androgen receptor negative cell 
linesand show evidence that EMT is one of the mechanisms by which tumour cells acquire 
Docetaxel resistance, thus corroborating previous studies in other models[16,17]. In addition, 
our data show that loss of SHISA3 is an early event linked to the EMT process.  
 
Using two prostate cancer cellular models, we have identified the SHISA3 as one of the most 
down-regulated gene between the parental and the resistant cells. There is very little data 
available on the function of this gene in humans. Only results published this year showed 
that SHISA3 acts as a tumor suppressor in lung cancer by accelerating the degradation of β-
catenin [49]. Herein, we observed that SHISA3 is expressed predominantly in tissues of the 
digestive and the urogenital systems, and is down-regulated in tumors, including prostate 
and kidney cancers. These observations suggest that SHISA3 expression is regulated during 
tumor progression, consistently with a role as a tumor suppressor gene. SHISA3 is highly 
expressed in prostate cancer cell lines, especially in IGR-CaP1 and PC3 cell lines and its 
expression is markedly decreased in cells that became resistant to Docetaxel. Nevertheless, 
the mechanism leading to the loss of SHISA3 expression in resistant cells is still unknown. 
We brought evidence of the impact of SHISA3 loss in the induction of EMT and the 
potentiation of key characteristic features, such as E-cadherin loss, the Snail transcription 
factor nuclear accumulation and enhanced expression of mesenchymal features such as N-
cadherin. Inversely, treatment of cells with TGFβ for 5 days turning off SHISA3 expression 
could implicate a transcriptional regulation of SHISA3 gene expression. Thus our findings 
suggest that impaired SHISA3 function participates in the Docetaxel resistance mechanism 
via TGFβ-induced EMT. 
 
  
Phylogenetic comparison of SHISA3 gene sequences suggested that this family may 
correspond to transmembrane adapters capable of regulating the activity of membrane 
receptors. We and the group of S-L Yu [49] experimentally confirmed that human SHISA3 is 
actually an adapter protein that regulates the activity of cell surface receptors. However, 
whereas in lung cancer SHISA3 regulates expression of Frizzled receptors, as previously 
observed during embryonic development in Xenopus and mice, we demonstrated that 
SHISA3 regulates the TGFβ signaling pathway by interacting with the TGFβR2 receptor in 
two PCa cell lines. In cancer cells, TGFβ activates a heterodimeric complex formed by 
TGFβR2 and TGFβR1 and initiates an intracellular signaling cascade through 
phosphorylation of the SMAD proteins. Although the downstream signal transduction of the 
TGFβ signaling pathway has been well characterized, the signals directing receptors to 
another method of endocytosis have been less studied. It was shown that receptors that are 
endocytosed via clathrin-mediated endocytosis enter the early endosome, access Smad2/3 
and propagate TGFβ signal transduction. However, receptors that are localized in membrane 
rafts are targeted for degradation by ubiquitination[50]. It is known that TGFβ signaling is 
tightly regulated through protein ubiquitination[51,52]. Consistently, our results showedthat 
the interaction between SHISA3 and TGFβR2 provokes ubiquitinylation of the TGFβR2 
receptor. In addition, we observed a colocalization of SHISA3 and TGFβR2 in speckles both 
at the cell membrane and in the cytoplasm, evoking a membrane-raft-dependent endocytosis 
of the TGFβR2 receptor. Our results thus suggest that SHISA3/TGFβR2 complexes may 
participate in the internalization of TGFβR2 by lipids-rafts mediated endocytosis. The 
implication of SHISA3 in TGFβR2 endocytosis is of great interest and need further 
investigations. 
More importantly, the results presented herein showed that targeting the TFGβ signaling with 
the TGFβR1 kinase inhibitor LY2157299 provoked the cell death of Docetaxel-resistant PCa 
cells when combined with Docetaxel. Consistent with our results, the LY2157299 was shown 
to sensitize triple-negative breast cancer xenografts to paclitaxel [39]. This small molecule 
inhibitor seemed to be well tolerated in patient and its efficacy is currently ongoing in phase II 
  
trials in patients with pancreatic cancer, hepatocellular carcinoma, glioblastoma and multiple 
myeloma. Interestingly, preliminary results from a phase II clinical trial, in patients with 
advanced hepatocellular carcinoma treated with LY2157299, have shown improved clinical 
outcome and also changes consistent with a reduction of EMT [53]. Overall, our results 
suggest that taxane-based chemotherapy in combination with inhibitors of the TGFβ 
receptors could be efficient in patients who are refractory to taxane regimen.  
 
This therapeutic strategy point out to the need for a better selection of patients eligible for the 
combination of taxanes and TGFβ signaling inhibitors with predictive biological biomarkers. 
As EMT is associated with the acquisition of Docetaxel-resistance, EMT biomarkers could be 
appropriate as a predictive value for response to taxane therapy. Aberrant E-cadherin 
expression was shown to be a predictor of biochemical recurrence and failure of the salvage 
radiotherapy in prostatectomies specimens [54]. Desmoglein 2, a component of desmosome, 
which are disrupted during EMT, was recently shown to be reduced in primary prostate 
tumors with an aggressive biological behavior [55]. To our knowledge, none of these markers 
have been assessed on tumors from taxane-refractory patient. Our results suggest that 
SHISA3 loss of expression may allow identifying mesenchymal Docetaxel-resistant cells in 
tumors. So, SHISA3 could have an added value to predict Docetaxel response in CRPC 
patient and to guide the choice of a therapy combining taxane and TGF signaling inhibitors. 
 
In conclusion, we described the role of SHISA3 as a new gene in the mechanism of 
Docetaxel resistance in prostate cancer. SHISA3 is implicated in the early steps of EMT and 
modifies the migratory properties of tumors cells. It inhibits TGFβ signaling through its 
interaction with the TGFβR2 receptor. Our findings suggest that SHISA3 may constitute a 
predictive biomarker for therapeutic response and supports the use of a combination of 




MATERIALS AND METHODS 
 
Cell culture and selection of Docetaxel-resistant clones  
The parental and Docetaxel-resistant IGR-CaP1 [56] and PC3 human prostate cancer cell 
lines were maintained in RPMI1640 medium supplemented with 10% FBS. The parental PC3 
cell line and human embryonic kidney HEK-293 cells was purchased from ATCC. Docetaxel-
resistant PC3 clones were selected by exposing cells to Docetaxel in a dose-escalation 
manner as described for IGR-CaP1[13]. Both resistant cell lines were treated monthly with 
the maximal dose of Docetaxel to maintain the resistant phenotype (100nM or 12nM for IGR-
CaP1-R and PC3-R cells, respectively). HEK cells were maintained in DMEM medium 
supplemented with 10% FBS.  
 
Plasmids and reagents 
The nucleotide sequence corresponding to the human SHISA3cDNA with an in-frame 
insertion of the Flag tag sequence at position 259 was purchased from Genewiz.The 
SHISA3-Flag coding sequence was inserted by standard cloning into the pLv-2028 provided 
by D. Compagno (IQUIBICEN-CONICET, Universidad de Buenos Aires, Argentina). The pLv-
SHISA3-Flag vector expresses GFP as reporter under the control of eukaryotic EF-1a 
promoter. The expression vector for HA-TGFβR2[57]was provided by N. Théret (Inserm 
U620, Rennes, France). TGFβ1 was purchased from R&D Systems and was resuspended in 
4mM HCl supplemented with 1mg/ml bovine serum albumin. LY2157299 inhibitor was 
obtained from AbMole Biosciences and was resuspended in DMSO. 
 
Quantitative real-time RT-PCR 
The TissueScan Human Normal and TissueScan Cancer cDNA Arrays (Origene) were used 
to provide template cDNA for 48 major human tissues and for 19 specific cancers. TaqMan 
gene expression assays were used for human SHISA3 gene (Hs01380806_m1), human 
SNAI1/Snail (Hs00195591_m1) and human ZEB1 (Hs00232783_m1) with GAPDH as 
  
endogenous control. Total RNA was extracted using Trizol from parental and Docetaxel-
resistant cells as previously described[13].Real-time quantification was performed using 
TaqMan gene expression master mix as described [58]on Viia7 System (Applied 
Biosystems). The ∆∆CT method was used to quantify transcripts. 
 
Microarray Assay 
Gene expression was profiled using a 4×44K Human Whole Genome (AMADID 14850) 
expression array (Agilent Technologies, Santa Clara, Cal.) as previously described [13]. 
Microarray images were analysed by using Feature Extraction software version (10.7.3.1) 
from Agilent technologies. Defaults settings were used. 
 
Microarray data processing and analysis 
Raw data files from Feature Extraction were imported into R with LIMMA, an R package from 
the Bioconductor project, and processed as follow: gMedianSignal and rMedianSignal data 
were imported, controls probes were systematically removed, and flagged probes 
(gIsSaturated, gIsFeatpopnOL, gIsFeatNonUnifOL, rIsSaturated, rIsFeatpopnOL, 
rIsFeatNonUnifOL) were set to NA. Intra-array normalization was performed by loess 
normalization, followed by a quantile normalization of both Cy3 and Cy5 channel. Then inter-
array normalization was performed by quantile normalization on M values. To get a single 
value for each transcript, taking the mean of each replicated probes summarized data. 
Missing values were inferred using KNN algorithm from the package ‘impute’ from R 
bioconductor. 
Normalized data were then analyzed. To assess differentially expressed genes between two 
groups, we start by fitting a linear model to the data. Then we used an empirical Bayes 
method to moderate the standard errors of the estimated log-fold changes. The top-ranked 
genes were selected with the following criteria: an absolute fold-change > 2 and an adjusted 
p-value (FDR) < 0.05. 
 
  
MicroRNA extraction and expression profiling 
MicroRNAs were reverse transcribed to cDNA using the TaqmanMegaplex Primer Pools A kit 
(Applied Biosystems). RT-qPCR was performed using human MicroRNA Panel ATaqManlow 
density array (TLDA) (Applied Biosystems) as described by the supplier and quantified on 
7900HT system (Applied Biosystems). Independent biological replicates were used for each 
cell lines. The relative quantification value of the target, normalized to a control, was 
calculated by the comparative Ct methods. MicroRNAs expressed at a Ct value over 32 in 
both parental and resistant cell lines were eliminated from the analysis. RNU6B and 
endogenous hsa-miR-24 were used as internal controls.Fold changes represent the mean of 
the fold change values obtained with the two controls. Using this procedure, MiR signatures 
were extracted for each cell line with a fold change cut-off set at 1.5 (Table SII). 
 
EMT induction 
2,5.104 IGR-CaP1 cells and 5.104 PC3 cells were plated in 6-well plates for 24 hours then 
transiently transfected with 10nM synthetic siRNA targeting SHISA3 gene (Stealth 
RNAiTM,siSHISA3-94 : HSS152694, siSHISA3-95 : HSS152695, and siSHISA3-96 : 
HSS152696) using lipofectamineRNAiMax (Invitrogen) or treated with 10ng/ml TGFβ1. After 
36 hours, a second treatment was performed in order to maintain EMT induction over 5 days. 
Negative controls were obtained by treating cells with siRNA negative controls (siNT) 
(Invitrogen) or TGFβ1 vehicle. Whole cell extracts were prepared in RIPA buffer 
complemented with proteases inhibitors (Roche) and phosphatase inhibitors (Sigma). 
 
Western Blot analysis 
Fifty µg of lysates were used for Western-Blot probed with specific antibodies: SHISA3 
(Abgent), E-cadherin (BD Biosciences, clone 36), N-Cadherin (BD Biosciences, Clone 32), β-
catenin (Santa Cruz, clone 12F7), Vimentin (BD Pharmingen, clone RV202), Occludin (Life 
Technologies, Clone OC-3F10), Plakoglobin (Sigma-Aldrich, Clone 15F11), Snail (Cell 
Signaling, Clone C15D3), ZEB1 (Cell Signaling, D80D), EGFR (Cell Signaling, Clone 
  
D38B1), TGFβR2 (Santa Cruz, Clone E-6), Ubiquitin (Santa Cruz, Clone P4D1), Flag 
(Sigma, clone M2), HA (Roche, clone 3F10). β-actin (Sigma-Aldrich, Clone AC-15) was used 
as a loading control. Immunoblot analyses were performed using the enhanced 
chemoluminescence-based detection kit (Pierce). 
 
Wound healing assay 
IGR-CaP1 and PC3 cells were plated in 6-well plates then EMT was induced as described 
above. Wounds were realized after 5 days of treatment, and then the medium was replaced 
for medium without FBS. Images were taken at starting point, 12 hours and 24 hours after 
the wound using an inverse microscope (EVOS AMEX1200, Life Technologies). Area 
between the wound edges is quantified with the ImageJ software (NIH). 
 
Immunoprecipitation 
For immunoprecipitation, IGR-CaP1, PC3 and HEK cells were transfected with the pLV-
SHISA3-Flaglentiviral expression vector or empty vector using jetPRIME transfection reagent 
(Ozyme). 48h after transfection, cell extracts were prepared using cryolysis.  Cells were 
trypsinised and resuspended in 20mM HEPES pH 7.5, 1.2% polyvinilpirrolidone and 
protease inhibitors. Cellular suspension was added to liquid nitrogen, and mechanically 
disrupted using the Tissue Lyser system (Qiagen). Protein extracts were obtained by 
incubating the cryopowder with a solution of 120mM NaCl, 20mM HEPES, 1mM EDTA, 5% 
glycerol, 1% Briij97, protease inhibitors, at 4°C. SHISA3, EGFR or TGFβR2 proteins were 
co-immunoprecipitated using standard procedures and subjected to immunoblotting, in order 
to verify the efficiency of the immunoprecipitation procedure. The proteins eluted with FLAG 
peptide were digested with trypsin, using the FASP protocol[59], and the resulting peptides 
were desalted and concentrated using Vivapure C-18 Micro Spin Columns (VS-
RP218L24_Sartorius stedim). The analyses of peptide mixtures were performed on EASY 
1000nLC Q-EXACTIVE (Thermo Scientific), using EASY-Spray nanocolumn(ES800 15cm 
75um), 300 nanoliter/min flow and 2h gradient of acetonitrile (starting concentration 5% 
  
Acetonitrile and final 35%). The mass resolution for MS was set at 70000, whereas the mass 
resolution for MS/MS was set for 17500, and the collision energy for set for 27. The acquired 




IGR-CaP1 and IGR-CaP1-R cells were plated in 6 well plates for 24 hours. Cells were pre-
treated with 25μM LY2157299 or vehicle for 72 hours, and then co-treated with LY2157299 
and Docetaxel (12nM for parental cells, 100nM for resistant cells). After 2 weeks, clones 




Flow cytometry was used to quantify apoptosis in LY2157299 and/or Docetaxel treated cells. 
Cells were stained using BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD 
Biosciences, 556547) according to the supplier instructions. Fluorescence was measured 
with FACSCalibur system (Becton Dickinson). 
 
Immunofluorescence microscopy 
Cells were plated on coverslips and grown for 2 days. Depending on experimental 
procedures, cells were transiently transfected for 48h with the lenti-Flag-SHISA3 expression 
vector lentiviral or empty vector using jetPRIME transfection reagent (Ozyme). Cells were 
fixed in 4% formaldehyde and permeabilized with 0.2% triton X100. Cells were labelled with 
specific antibodies followed by incubation with dye-conjugated antibodies (Molecular 
Probes). Endoplasmic reticulum and Golgi apparatus stainings were obtained by using 
Calnexin (Santa Cruz Biotechnology) and GM130 (BD Biosciences) antibodies respectively. 
Images were acquired on confocal microscope (Leica TCS SPE) or fluorescence microscope 
  
(Zeiss Axioplan 2). Tridimensional reconstructions of stacked confocal images were obtained 
using Imaris software (Bitplane). 
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Figure 1: Expression of SHISA3 in Docetaxel-resistant prostate cancer cells and in 
other cancers 
A. Real-time qRT-PCR showing the inhibition of SHISA3 gene expression in Docetaxel-
resistant IGR-CaP1-R and PC3-R cells. B. Whole cell extracts of parental and drug-resistant 
cells were subjected to immunoblotting with antibodies speciﬁc for SHISA3 or β-actin 
(loading control). Arrows indicate specific bands corresponding to SHISA3, star indicates a 
non-specific band. C. Quantitative RT-PCR shows SHISA3 expression in several prostate, 
kidney and melanoma cell lines. D-E.SHISA3 mRNA was assessed by determining ΔCt in 
normal tissues and in several solid tumors. Results were normalized to the universal RNA 
included in each panel. In D, out of all the tested tissues for SHISA3 expression, only tissues 
with the highest expression were shown. In E, the bars represent the mean. P value was 
derived from the two-tailed Student’s t test. F. Subcellular localization after transfection of 
SHISA3-Flag-GFP in HEK cells. Cells were analyzed by confocal microscopy. GFP stained 
the transfected cells, SHISA3 was labeled with anti-SHISA3 antibody (red) and nucleus was 
stained with Dapi. Z-projections (right) highlighted the two localizations of SHISA3: Arrows 
show cell membrane speckles and the star shows the intracytoplasmic localization. Co-
labeling of SHISA3 with anti-SHISA3 (red) and anti-Calnexin (green), marker of the ER, 
showed the absence of colocalization of SHISA3 with ER. Co-labeling of SHISA3 (red) and 
anti-GM130 (green), marker of the Golgi, showed the colocalization of cytoplasmic SHISA3 
with Golgi. Secondary antibodies were used as followed: Alexa-568 for SHISA3 and Alexa-
647 for Calnexin and GM130. 
 
Figure 2: Characterization of EMT in Docetaxel-Resistant cells compared to parental 
IGR-CaP1 and PC3 Cells  
A. Heat map showing the miRNA signature (FC>1.5) obtained in Docetaxel-resistant cells 
overlapping with an EMT-associated miRNA signature[60]. B. Venn diagram showing genes 
  
with differential expression (FC>2) in Docetaxel-resistant IGR-CaP1 and PC3 cell lines 
compared with the EMT-associated gene signature (5). C. Cell morphological difference 
between parental and Docetaxel-resistant cell lines in phase contrast microscopy. D-F. 
Expression of EMT markers in parental and Docetaxel-resistant IGR-CaP1 and PC3 cells by 
western-blot and immunofluorescence analyses: (D) Epithelial (E-cadherin/CDH1 and β-
catenin/CTNNB1) and mesenchymal (N-cadherin/CDH2 and Vimentin/VIM) markers; (E) (F) 
Tight junction proteins Occludin (OCLN) and desmosome protein Plakoglobin (JUP), 
respectively. Immunofluorescence was performed on IGR-CaP1 and PC3 cells using anti-
occludin and anti-plakoglobin antibodies and labeled with alexa-488 conjugated antibody. 
Nuclei were stained with DapiG. Expression of EMT transcription factors Snail/SNAI1 and 
ZEB1 in parental and resistant cells determined by qRT-PCR, western blot, and 
immunofluorescence analyses using anti-ZEB1 antibodies. Nuclei were stained with Dapi. 
 
Figure 3: Silencing of SHISA3 induces EMT in IGR-CaP1 and PC3 parental cells 
A. SHISA3 depletion with siRNA leads to the loss of tight junction protein Occludin. Cells 
transfected for 5 days with either a non-targeted siRNA (siNT) or with different siRNA 
targeting SHISA3 and were analyzed by western-blot and immunofluorescence. Western-blot 
analysis was performed using specific antibodies for SHISA3, Occludin (OCLN) or actin. B. 
Cell morphological changes observed 8 days after transfection of non-targeted siRNA (siNT) 
or different specific SHISA3siRNAs. C. SHISA3siRNA decreases the expression of the 
epithelial E-cadherin (CDH1) and increases the expression of N-cadherin (CDH2) and snail 
(SNAI1) as determined by immunoblot. Quantification of bands relative to actin is shown. D. 
Cell migration was measured in wound healing assays after 5 days with siSHISA3 or siNT. 
The area between the wound edgeswas quantified by Image J at 0, 12, and 24 hours after 
wound healing. Bars represent the mean ± SEM (n=14). P value was derived from the two-




Figure 4: SHISA3 interacts with TGFβR2 
A. Schematic structure of SHISA3 and SHISA3-Flag sharing a signal peptide (black box), an 
amino-terminal CRD (blue box), a predicted transmembrane segment (TM), and a carboxy-
terminal proline-rich region (Grey box). The position of the FLAG tag (red box) is indicated. 
B.  Functional inter-dependence of a subset of the differentially expressed proteins found in 
the proteomic study as determined with the Ingenuity Pathway Analysis software program 
(Ingenuity Systems, Inc.). C. SHISA3 and endogenous TGFβR2 interaction. Cells extracts 
from IGR-CaP1, PC3 and HEK cells transfected with SHISA3-Flag were immunoprecipitated 
with anti-TGFβR2, anti-EGFR, anti-Flag antibodies or IgG as control and analyzed by 
immunoblot using anti-TGFβR2, anti-EGFR and anti-SHISA3 antibodies. Input represents 
10% of the IP. D. Co-localization of SHISA3 and TGFβR2 in cytoplasmic granules and 
speckles at the membrane. Subcellular localizations of SHISA3 and TGFβR2 were analyzed 
by confocal microscopy after co-transfection of SHISA3-Flag and HA-TGFβR2 in HEK cells 
using anti-SHISA3 and anti-TGFβR2 primary antibodies, and Alexa-568- and Alexa-647-
conjugated secondary antibodies respectively. Nuclei were labeled with Dapi. Overlapped 
fluorescent signals (yellow) indicated co-localized proteins. E. SHISA3 and EMT markers 
expression 5 days after cell treatment with TGFβ1. Whole cells extracts of cells treated with 
mock or TGFβ were subjected to immunoblot and revealed with anti-SHISA3 and EMT 
marker antibodies. Quantification of bands relative to actin is shown. 
 
Figure 5: SHISA3 increases TGFβR2 ubiquitination 
A.Immunoprecipitated forms of endogenous TGFβR2 were highly ubiquitinated in SHISA3-
expressing parental IGR-CaP1 cells. Immunoprecipitated proteins with the anti-TGFβR2 
antibody or IgG as control were analyzed by immunoblotting with anti-TGFβR2 and anti-
ubiquitin antibodies. Input represents 10% of immunoprecipitated proteins. Expression of co-
immunoprecipitated SHISA3 is shown.B.SHISA3 increases ubiquitination of endogenous 
TGFβR2. IGR-CaP1 cells were transfected with SHISA-Flag and HA-Ubiquitineexpressing 
vectors or corresponding empty vectors. Cellular extracts were prepared 48h after 
  
transfection and proteins wereimmunoprecipitated with anti-TGFβR2 antibody.Immunoblots 
were revealed with anti-TGFβR2 and anti-HA antibodies. 
 
Figure 6: Targeting the TGFβ signaling with a small inhibitor increases cell death of 
Docetaxel resistant cells 
A.Colony formation assay. Cells were pretreated with 25µM LY2157299 or vehicle for 72 
hours. Then, cells were treated with Docetaxel and/or 25µM LY2157299, control cells were 
treated with vehicle.Docetaxel was used at 12nM in parental IGR-CaP1 and 100nM in 
resistant IGR-CaP1-R100.Cells were stained with Crystal Violet 2 weeks later. Data are 
represented as mean ± SD. P value was derived from the two-tailed Student’s t test, 
significantly different (*P<0.05,). Representative cell colonies obtained in each condition is 
shown. B. Apoptosis. Cells treated for 72h with Docetaxel and/or LY2157299 (25µM) as 
described in A. Apoptosis was assessed using Annexin V and propidium iodide staining. 




















List of the 450 human genes which were highly regulated in Docetaxel-resistant PC3 cell 
lines (FC ≥2, p-value < 5x10-2) 
 
Table SII 




List of the 28 proteins issued of the proteomic analysis which potentially interact with SHISA3 
in human prostate cancer cells 
 
Figure S1: Cell-growth characteristics of Docetaxel-resistant PC3 cells 
Docetaxel-resistant PC3-R12 cells were established as described in Materials and Methods. 
The cell survival assay was performed after 2 weeks of culture in presence or in absence of 
12nM of Docetaxel. The number of clones was determined. 
 
Figure S2: Expression of endogenous EGF and TGFβR2 receptors in parental and 
Docetaxel-resistant cells 
A. Whole cell extracts of IGR-CaP1, IGR-CaP1-R100, PC3 and PC3-R12 cells were 
subjected to immunoblot and revealed with anti-EGFR antibody (Cell signaling, clone 
D38B1). Actin was used as loading control. B. Expression of TGFβR2 was determined by 
qRT-PCR in the same four cell lines and in HEK cells. Mean CTTGFβR2 are 24.2 in IGR-CaP1 
model, 22.6 in PC3 model and 25.1 in HEK cells. Results were expressed relative to the 
GAPDH gene by using the ratio method and were normalized to the universal RNA. 
 
  
Figure S3: Immunoprecipitation of endogenous TGFβR2 in IGR-CaP1 and PC3 cells 
Endogenous TFGβR2 from IGR-CaP1 and PC3 cells were immunoprecipitated with anti-
TGFβR2 antibody or IgG as control. Immunoblot of immunoprecipitated proteins was 
revealed with anti-TGFβR2 antibody and with anti-ubiquitin antibody to observe the poly-
ubiquitinated forms of the receptor. A loading control of whole cell extracts of cells treated 
with MG132 was used as control of ubiquitinated proteins. Input represents 10% of the IP. 


















List of the 450 human genes which were highly regulated in Docetaxel-resistant PC3 cell lines 
(FC ≥2, p-value < 0.05) 
 
ID log2(ratio) Fold Change (FC) P-Value adj. P-Value 
TFPI2 2,44 5,41 3,32E-03 3,94E-02 
HIST2H2AA4 2,39 5,25 2,47E-05 9,94E-04 
HIST1H2AD 2,25 4,77 1,36E-05 6,22E-04 
IGFBP3 2,03 4,09 8,74E-06 4,35E-04 
BC034319 1,95 3,87 7,40E-06 3,82E-04 
GNG11 1,93 3,81 7,05E-04 1,26E-02 
LOX 1,92 3,78 3,10E-08 6,51E-06 
ADAMTS1 1,91 3,75 7,11E-06 3,72E-04 
AK055386 1,70 3,26 5,50E-07 5,59E-05 
KCNB1 1,68 3,21 2,90E-07 3,52E-05 
C1S 1,67 3,19 6,32E-07 6,20E-05 
SPOCK1 1,67 3,18 1,90E-11 8,73E-08 
NNMT 1,66 3,16 3,20E-07 3,73E-05 
PLCB1 1,57 2,96 3,53E-06 2,17E-04 
RNF150 1,55 2,93 3,03E-09 1,43E-06 
VCX3A 1,54 2,91 7,68E-05 2,31E-03 
AMY1C 1,52 2,87 9,09E-04 1,52E-02 
LTK 1,52 2,86 1,67E-08 4,34E-06 
SPANXA1 1,52 2,86 2,61E-05 1,03E-03 
AP1S2 1,50 2,82 4,27E-08 7,98E-06 
HIST1H2AE 1,48 2,78 4,58E-04 9,03E-03 
BIRC3 1,47 2,77 7,67E-03 7,14E-02 
HIST2H2BE 1,46 2,76 1,39E-05 6,33E-04 
RUNDC3B 1,45 2,73 2,54E-05 1,02E-03 
PTN 1,45 2,73 1,97E-07 2,66E-05 
HIST1H1C 1,44 2,71 3,45E-04 7,25E-03 
VCX 1,42 2,67 8,59E-05 2,52E-03 
THC2738878 1,41 2,65 9,75E-05 2,77E-03 
ABCB1 1,40 2,64 1,43E-02 1,11E-01 
FGF13 1,39 2,62 2,95E-07 3,55E-05 
ENST00000421003 1,39 2,61 5,53E-08 9,72E-06 
ARHGAP44 1,38 2,61 6,69E-09 2,31E-06 
ADAM23 1,37 2,59 4,89E-08 8,99E-06 
RGS5 1,37 2,58 5,66E-06 3,12E-04 
THC2753543 1,36 2,57 1,96E-06 1,40E-04 
SPARC 1,36 2,57 6,66E-04 1,20E-02 
CREB5 1,34 2,53 1,37E-08 3,85E-06 
OASL 1,34 2,53 2,46E-05 9,92E-04 
LOC338620 1,34 2,52 5,55E-05 1,81E-03 
AP3S1 1,33 2,52 2,70E-05 1,05E-03 
IFI44 1,32 2,50 3,89E-04 7,93E-03 
SPANXD 1,32 2,49 6,34E-05 2,00E-03 
DUSP1 1,32 2,49 1,74E-06 1,28E-04 
CLGN 1,31 2,48 5,06E-03 5,33E-02 
PCDH9 1,30 2,46 2,89E-06 1,88E-04 
HIST1H2AC 1,29 2,45 6,69E-04 1,20E-02 
GBP1 1,29 2,44 1,07E-03 1,71E-02 
KCNJ8 1,29 2,44 2,26E-07 2,92E-05 
SERPINB2 1,28 2,43 1,27E-04 3,43E-03 
GDF15 1,27 2,41 3,48E-05 1,27E-03 
ATP8A2 1,27 2,41 3,76E-08 7,29E-06 
CTBP1 1,27 2,41 8,95E-09 2,88E-06 
N4BP2L2 1,26 2,40 8,19E-04 1,40E-02 
VLDLR 1,26 2,39 2,91E-06 1,88E-04 
HIST1H2BK 1,26 2,39 9,61E-04 1,58E-02 
HIST3H2A 1,26 2,39 6,07E-04 1,12E-02 
KCNJ2 1,25 2,38 6,60E-06 3,55E-04 
ANXA10 1,24 2,37 2,19E-05 9,06E-04 
CNTNAP3 1,24 2,36 6,44E-07 6,26E-05 
NAP1L3 1,24 2,36 1,24E-04 3,37E-03 
MCTP1 1,24 2,35 7,00E-05 2,16E-03 
SPTLC3 1,22 2,34 7,38E-07 6,88E-05 
THC2496620 1,22 2,33 2,10E-06 1,47E-04 
NTNG2 1,21 2,32 1,96E-03 2,67E-02 
KAL1 1,21 2,31 3,26E-08 6,73E-06 
MX1 1,20 2,29 7,94E-03 7,34E-02 
CHSY3 1,19 2,29 6,87E-08 1,17E-05 
LOC100507165 1,19 2,28 6,78E-06 3,62E-04 
THC2676635 1,19 2,28 2,88E-05 1,10E-03 
ZBTB20 1,18 2,27 8,20E-05 2,43E-03 
TTC25 1,18 2,27 8,02E-04 1,38E-02 
EID3 1,18 2,26 1,97E-08 4,91E-06 
SCG5 1,17 2,26 1,32E-07 1,95E-05 
RBP4 1,17 2,25 8,05E-06 4,08E-04 
MST1P2 1,17 2,25 8,36E-04 1,43E-02 
WNT5A 1,17 2,24 4,73E-09 1,79E-06 
BX098660 1,16 2,24 7,15E-07 6,71E-05 
PCDHB14 1,16 2,24 3,97E-10 7,00E-07 
ADAM22 1,16 2,24 6,56E-07 6,34E-05 
MT1B 1,16 2,23 6,11E-05 1,95E-03 
MAP1LC3B 1,16 2,23 1,33E-06 1,06E-04 
LOC100505971 1,15 2,22 1,84E-04 4,52E-03 
KCTD12 1,15 2,22 2,71E-03 3,41E-02 
NEAT1 1,14 2,21 3,95E-04 8,01E-03 
MT1L 1,14 2,20 6,49E-05 2,03E-03 
EDN1 1,14 2,20 3,72E-09 1,60E-06 
GLS 1,14 2,20 5,95E-03 5,96E-02 
DDIT3 1,14 2,20 2,49E-04 5,70E-03 
A_23_P251002 1,13 2,19 1,95E-07 2,66E-05 
MST1 1,13 2,19 7,29E-04 1,28E-02 
ARPP21 1,13 2,19 8,48E-05 2,49E-03 
ANXA1 1,13 2,18 4,48E-02 2,36E-01 
TLR3 1,12 2,18 6,86E-05 2,13E-03 
MAP1B 1,12 2,17 8,75E-04 1,48E-02 
ENST00000447898 1,12 2,17 7,12E-06 3,72E-04 
PCDH7 1,12 2,17 9,55E-04 1,58E-02 
FRAS1 1,12 2,17 7,57E-05 2,29E-03 
RHOBTB1 1,11 2,16 4,92E-04 9,57E-03 
OSCAR 1,10 2,15 1,55E-09 1,06E-06 
APOL3 1,10 2,15 1,51E-06 1,13E-04 
SERPINI1 1,10 2,15 3,99E-10 7,00E-07 
CACNG6 1,10 2,14 5,59E-03 5,70E-02 
PID1 1,10 2,14 7,46E-04 1,31E-02 
LINC00461 1,10 2,14 3,38E-07 3,86E-05 
THC2660361 1,10 2,14 1,72E-07 2,38E-05 
BC020539 1,09 2,13 1,07E-07 1,66E-05 
MARCKS 1,09 2,13 2,76E-03 3,45E-02 
NFKBIZ 1,09 2,13 3,35E-03 3,96E-02 
A_32_P23872 1,09 2,13 9,86E-06 4,74E-04 
TMTC1 1,09 2,12 1,04E-03 1,67E-02 
MT2A 1,08 2,11 1,30E-04 3,47E-03 
CNTNAP3B 1,08 2,11 7,40E-06 3,82E-04 
A_32_P173922 1,07 2,10 1,02E-04 2,87E-03 
ADM 1,07 2,10 9,49E-03 8,36E-02 
HERPUD1 1,07 2,10 1,56E-05 6,94E-04 
IGFBP1 1,07 2,09 3,93E-03 4,43E-02 
BC031314 1,06 2,09 3,23E-05 1,20E-03 
C16orf45 1,06 2,08 4,92E-08 8,99E-06 
IGFBP5 1,06 2,08 4,18E-06 2,48E-04 
GJA1 1,06 2,08 3,35E-05 1,23E-03 
LRRC6 1,06 2,08 7,41E-07 6,88E-05 
BC035518 1,06 2,08 1,61E-04 4,10E-03 
FBXO15 1,05 2,08 1,58E-04 4,03E-03 
IFIT1 1,05 2,08 1,64E-02 1,22E-01 
AY831680 1,05 2,07 3,10E-05 1,17E-03 
SLC6A13 1,05 2,07 3,06E-06 1,94E-04 
CLU 1,05 2,07 1,29E-03 1,94E-02 
ADAMTS5 1,05 2,06 6,27E-03 6,21E-02 
MT1E 1,04 2,06 4,31E-04 8,59E-03 
LOC643454 1,04 2,06 1,09E-05 5,18E-04 
OAS3 1,04 2,06 5,12E-03 5,37E-02 
DOCK3 1,03 2,05 1,38E-06 1,08E-04 
C4orf47 1,03 2,05 1,59E-06 1,18E-04 
FRMD6 1,03 2,04 1,31E-08 3,75E-06 
LEPREL1 1,02 2,03 1,24E-03 1,90E-02 
LOC157562 1,02 2,03 4,21E-04 8,43E-03 
PTX3 1,02 2,03 9,66E-05 2,76E-03 
THC2526402 1,02 2,03 3,29E-05 1,22E-03 
CCPG1 1,02 2,02 1,56E-03 2,26E-02 
ODZ2 1,01 2,02 2,41E-06 1,62E-04 
ENST00000369158 1,01 2,02 9,04E-04 1,51E-02 
DOK3 1,01 2,02 5,85E-05 1,88E-03 
KCNQ1OT1 1,01 2,02 1,34E-03 2,00E-02 
ZNF469 1,01 2,02 4,62E-07 4,93E-05 
MALAT1 1,01 2,01 1,12E-02 9,38E-02 
HIST3H2BB 1,01 2,01 3,40E-06 2,12E-04 
C5orf54 1,01 2,01 1,64E-05 7,23E-04 
LOC100652951 1,01 2,01 9,91E-06 4,76E-04 
ANGPTL4 1,00 2,00 1,55E-04 3,97E-03 
LOC572558 1,00 2,00 6,29E-03 6,22E-02 
LOC100505894 1,00 2,00 4,27E-05 1,50E-03 
IL15 1,00 2,00 1,16E-03 1,81E-02 
PSD4 -1,00 -2,00 4,07E-04 8,20E-03 
DSP -1,00 -2,00 8,83E-05 2,57E-03 
C8orf73 -1,00 -2,01 5,45E-06 3,05E-04 
SERPINA1 -1,00 -2,01 1,01E-03 1,64E-02 
MCAM -1,01 -2,01 1,12E-04 3,11E-03 
CBLC -1,01 -2,02 1,93E-08 4,88E-06 
MYL9 -1,01 -2,02 8,81E-04 1,49E-02 
COMTD1 -1,01 -2,02 1,57E-06 1,18E-04 
LRG1 -1,02 -2,02 5,16E-03 5,40E-02 
ARRB1 -1,02 -2,02 1,54E-03 2,24E-02 
FASN -1,02 -2,02 4,63E-03 4,98E-02 
NUP210 -1,02 -2,02 8,55E-07 7,70E-05 
LOXL3 -1,02 -2,02 1,38E-07 2,01E-05 
TMPRSS2 -1,02 -2,02 7,50E-03 7,06E-02 
CYB5A -1,02 -2,03 2,90E-05 1,11E-03 
KLK1 -1,02 -2,03 3,77E-04 7,73E-03 
CHST6 -1,02 -2,03 1,39E-03 2,06E-02 
SOX13 -1,02 -2,03 5,48E-05 1,80E-03 
A_32_P25065 -1,02 -2,03 2,22E-08 5,25E-06 
TLX2 -1,02 -2,03 2,01E-04 4,79E-03 
PRKCD -1,03 -2,04 1,81E-06 1,31E-04 
SULT2B1 -1,03 -2,04 7,15E-04 1,27E-02 
AK094799 -1,03 -2,04 3,25E-03 3,87E-02 
AHNAK -1,03 -2,04 9,93E-03 8,62E-02 
A_24_P900555 -1,03 -2,04 5,04E-07 5,28E-05 
APOE -1,03 -2,04 3,59E-05 1,29E-03 
WNT7A -1,03 -2,04 1,38E-02 1,08E-01 
RAB17 -1,03 -2,04 7,30E-05 2,24E-03 
POLD2 -1,03 -2,04 7,70E-04 1,34E-02 
TJP3 -1,03 -2,05 4,40E-03 4,81E-02 
ICOSLG -1,03 -2,05 5,71E-03 5,78E-02 
LOC643988 -1,03 -2,05 3,65E-04 7,57E-03 
FLJ23867 -1,04 -2,05 2,01E-06 1,43E-04 
NOX5 -1,04 -2,06 4,45E-05 1,53E-03 
PI3 -1,04 -2,06 3,44E-03 4,04E-02 
PRTFDC1 -1,04 -2,06 8,99E-04 1,51E-02 
FAM110C -1,05 -2,07 5,67E-03 5,75E-02 
RPP25 -1,05 -2,07 4,50E-05 1,54E-03 
PCDH1 -1,05 -2,07 6,79E-03 6,56E-02 
PEG3-AS1 -1,05 -2,08 2,77E-08 6,06E-06 
NFE2 -1,05 -2,08 9,44E-03 8,33E-02 
HPGD -1,06 -2,08 7,48E-06 3,86E-04 
COBL -1,06 -2,08 2,36E-13 3,80E-09 
MFI2 -1,06 -2,08 6,89E-08 1,17E-05 
GSPT2 -1,06 -2,08 9,05E-03 8,08E-02 
TINAGL1 -1,06 -2,08 8,87E-05 2,58E-03 
CLMN -1,06 -2,08 4,60E-08 8,52E-06 
THC2613527 -1,06 -2,09 1,58E-03 2,28E-02 
CKB -1,06 -2,09 1,12E-04 3,10E-03 
ADAP2 -1,07 -2,09 2,97E-09 1,43E-06 
HCAR1 -1,07 -2,10 1,62E-07 2,27E-05 
SLC45A3 -1,07 -2,10 5,50E-05 1,80E-03 
CXCL5 -1,07 -2,10 8,07E-07 7,42E-05 
MMP23B -1,07 -2,10 1,79E-04 4,44E-03 
HS6ST2 -1,08 -2,11 2,05E-05 8,64E-04 
GSTO2 -1,08 -2,11 1,55E-08 4,12E-06 
SHROOM2 -1,08 -2,11 1,70E-06 1,26E-04 
ZBED2 -1,08 -2,12 3,83E-04 7,83E-03 
NUDT14 -1,08 -2,12 4,04E-05 1,43E-03 
CXXC5 -1,09 -2,12 9,64E-05 2,76E-03 
ENST00000439058 -1,09 -2,12 1,43E-05 6,47E-04 
CGN -1,09 -2,13 1,70E-07 2,38E-05 
APOBEC3G -1,10 -2,14 3,80E-03 4,34E-02 
AK027383 -1,10 -2,14 1,11E-07 1,70E-05 
AF088004 -1,10 -2,14 2,70E-06 1,79E-04 
PDGFRA -1,10 -2,14 1,92E-04 4,65E-03 
ST6GALNAC1 -1,10 -2,15 2,85E-06 1,86E-04 
DLC1 -1,10 -2,15 1,71E-02 1,25E-01 
HSD11B2 -1,11 -2,15 1,43E-06 1,10E-04 
THC2732746 -1,11 -2,16 2,09E-04 4,93E-03 
DUSP13 -1,11 -2,16 4,52E-02 2,38E-01 
C3 -1,11 -2,16 2,22E-06 1,55E-04 
SLC12A3 -1,12 -2,17 2,65E-02 1,68E-01 
PF4 -1,12 -2,17 4,18E-08 7,92E-06 
CALHM2 -1,12 -2,17 2,41E-09 1,32E-06 
A_24_P418744 -1,12 -2,18 9,94E-04 1,62E-02 
SUSD3 -1,12 -2,18 1,03E-02 8,83E-02 
PCBP2 -1,12 -2,18 6,75E-07 6,51E-05 
COL9A3 -1,13 -2,18 1,01E-04 2,86E-03 
IQCA1 -1,13 -2,18 7,73E-10 9,01E-07 
DHDH -1,13 -2,19 9,05E-05 2,62E-03 
VAMP8 -1,13 -2,19 1,25E-04 3,38E-03 
LOC100287525 -1,13 -2,19 5,74E-05 1,86E-03 
CDC42BPG -1,13 -2,19 1,24E-07 1,87E-05 
A_32_P224345 -1,14 -2,20 5,00E-07 5,26E-05 
HES2 -1,14 -2,20 8,75E-06 4,35E-04 
UNC13D -1,14 -2,20 2,31E-09 1,30E-06 
IL28RA -1,14 -2,20 1,90E-06 1,37E-04 
ACTR3C -1,14 -2,21 4,33E-12 3,48E-08 
A_32_P142160 -1,14 -2,21 1,11E-08 3,36E-06 
GLS2 -1,15 -2,22 5,16E-05 1,72E-03 
LAMC3 -1,15 -2,22 1,33E-03 2,00E-02 
ISYNA1 -1,15 -2,22 3,37E-04 7,16E-03 
A_24_P93321 -1,15 -2,22 3,42E-06 2,12E-04 
FOXQ1 -1,16 -2,23 1,66E-08 4,33E-06 
IL1R2 -1,16 -2,23 1,47E-02 1,13E-01 
DNALI1 -1,16 -2,23 9,98E-04 1,62E-02 
FBP1 -1,16 -2,23 4,67E-09 1,79E-06 
LLGL2 -1,16 -2,24 4,75E-04 9,31E-03 
HIST1H4B -1,17 -2,24 4,12E-03 4,60E-02 
LRRC38 -1,17 -2,25 1,78E-08 4,59E-06 
SLC6A10P -1,17 -2,25 8,54E-04 1,45E-02 
A_32_P78488 -1,17 -2,26 1,37E-06 1,08E-04 
C19orf21 -1,17 -2,26 2,51E-04 5,71E-03 
MUC5AC -1,18 -2,26 3,34E-09 1,51E-06 
A_24_P298894 -1,18 -2,27 6,46E-05 2,03E-03 
HIST1H4L -1,18 -2,27 3,16E-03 3,78E-02 
GJB3 -1,18 -2,27 4,53E-09 1,78E-06 
LOC645249 -1,18 -2,27 1,98E-03 2,69E-02 
IL23A -1,19 -2,28 2,15E-04 5,06E-03 
BU540282 -1,19 -2,28 1,10E-05 5,22E-04 
LOC100505880 -1,19 -2,28 1,77E-06 1,29E-04 
FAM101B -1,19 -2,29 6,30E-10 8,10E-07 
ABHD1 -1,20 -2,29 5,53E-05 1,81E-03 
CERS4 -1,20 -2,29 7,04E-04 1,26E-02 
KCTD14 -1,20 -2,29 8,57E-06 4,29E-04 
PYCARD -1,20 -2,29 1,46E-06 1,12E-04 
S100P -1,20 -2,30 2,41E-03 3,12E-02 
WNT3A -1,21 -2,31 6,34E-05 2,00E-03 
FANCF -1,21 -2,31 7,83E-06 4,00E-04 
AK057704 -1,21 -2,31 9,41E-09 2,98E-06 
BCL11A -1,21 -2,32 2,33E-06 1,60E-04 
HSH2D -1,22 -2,32 4,39E-09 1,78E-06 
EPN3 -1,22 -2,33 1,31E-10 3,83E-07 
CHD7 -1,22 -2,33 1,41E-05 6,39E-04 
RHOV -1,22 -2,33 1,60E-05 7,07E-04 
S100A2 -1,22 -2,34 7,25E-06 3,76E-04 
A_23_P66347 -1,23 -2,34 6,74E-06 3,61E-04 
PLAU -1,23 -2,34 1,22E-02 9,99E-02 
LOC100652944 -1,23 -2,35 4,59E-09 1,78E-06 
BM045853 -1,23 -2,35 5,68E-05 1,84E-03 
BU686948 -1,24 -2,36 1,39E-07 2,01E-05 
GRB14 -1,24 -2,36 4,44E-05 1,53E-03 
A_32_P169353 -1,24 -2,37 9,51E-07 8,27E-05 
BTG3 -1,25 -2,38 5,52E-04 1,05E-02 
PTGES -1,25 -2,38 3,84E-06 2,32E-04 
AKR1B1 -1,25 -2,38 5,97E-07 5,97E-05 
AK123096 -1,26 -2,39 1,04E-05 4,96E-04 
CWH43 -1,26 -2,40 1,88E-09 1,14E-06 
A_24_P33055 -1,26 -2,40 1,26E-06 1,02E-04 
MACC1 -1,26 -2,40 2,40E-09 1,32E-06 
BATF3 -1,27 -2,40 6,29E-08 1,08E-05 
MARVELD3 -1,27 -2,41 1,34E-08 3,82E-06 
SLC7A8 -1,28 -2,43 1,62E-05 7,14E-04 
GRHL3 -1,29 -2,44 3,12E-07 3,66E-05 
LRRC61 -1,29 -2,44 8,48E-09 2,76E-06 
ENST00000425412 -1,29 -2,44 6,12E-07 6,04E-05 
LOC100506687 -1,29 -2,44 4,63E-06 2,67E-04 
MDFI -1,29 -2,45 3,61E-07 4,06E-05 
OSTalpha -1,29 -2,45 1,15E-08 3,42E-06 
SMPDL3B -1,30 -2,46 1,54E-03 2,24E-02 
B3GALT4 -1,30 -2,47 2,09E-03 2,80E-02 
KLHL29 -1,31 -2,47 4,57E-04 9,02E-03 
MAPK13 -1,31 -2,47 3,11E-07 3,66E-05 
GPR4 -1,31 -2,48 1,39E-08 3,85E-06 
TGM2 -1,32 -2,50 8,37E-04 1,43E-02 
PCSK9 -1,32 -2,50 5,33E-05 1,77E-03 
KCNK5 -1,32 -2,50 2,61E-05 1,03E-03 
BTBD11 -1,33 -2,51 2,32E-08 5,41E-06 
RASEF -1,33 -2,51 4,53E-06 2,64E-04 
BIK -1,33 -2,52 7,14E-07 6,71E-05 
LSR -1,35 -2,55 9,05E-06 4,45E-04 
PLCG2 -1,35 -2,55 1,30E-06 1,04E-04 
A_24_P101742 -1,36 -2,56 5,07E-06 2,86E-04 
FAM198B -1,36 -2,57 3,87E-02 2,15E-01 
PTPN3 -1,36 -2,57 2,67E-04 5,99E-03 
LOC100509498 -1,37 -2,59 2,64E-05 1,04E-03 
KRT7 -1,38 -2,60 3,69E-04 7,63E-03 
EPHA1 -1,38 -2,60 2,97E-09 1,43E-06 
ERBB3 -1,39 -2,62 3,36E-08 6,84E-06 
TFCP2L1 -1,40 -2,63 5,20E-10 7,00E-07 
EGFL7 -1,40 -2,64 2,38E-06 1,62E-04 
PRR5-ARHGAP8 -1,41 -2,65 2,79E-08 6,06E-06 
TNFRSF18 -1,41 -2,66 1,02E-06 8,72E-05 
FAM83F -1,42 -2,67 7,97E-10 9,01E-07 
SERTAD4 -1,42 -2,68 1,42E-09 1,04E-06 
A_32_P181443 -1,43 -2,69 4,38E-09 1,78E-06 
CHDH -1,43 -2,69 1,29E-08 3,75E-06 
A_24_P367100 -1,43 -2,70 6,51E-07 6,31E-05 
MGAT4A -1,43 -2,70 1,61E-03 2,31E-02 
ACTG2 -1,44 -2,71 4,39E-05 1,52E-03 
C15orf48 -1,44 -2,72 5,78E-05 1,86E-03 
A_24_P152845 -1,44 -2,72 5,12E-09 1,89E-06 
IRF6 -1,45 -2,73 1,49E-08 4,05E-06 
OVOL1 -1,45 -2,73 1,69E-09 1,07E-06 
CALB1 -1,46 -2,74 4,37E-04 8,68E-03 
COL2A1 -1,46 -2,75 1,24E-06 1,01E-04 
TTC39A -1,46 -2,75 5,61E-06 3,11E-04 
GATA2 -1,46 -2,75 3,08E-10 6,60E-07 
ITGB2 -1,47 -2,76 6,95E-06 3,66E-04 
MCF2L-AS1 -1,47 -2,76 4,83E-10 7,00E-07 
VDR -1,49 -2,80 2,21E-07 2,91E-05 
PROM2 -1,49 -2,81 3,84E-09 1,62E-06 
CEACAM1 -1,49 -2,82 7,84E-05 2,34E-03 
ARHGDIB -1,50 -2,83 1,00E-03 1,63E-02 
SH2D3A -1,50 -2,83 1,72E-05 7,46E-04 
RBP7 -1,50 -2,84 2,15E-06 1,50E-04 
THC2668815 -1,50 -2,84 8,05E-08 1,32E-05 
B3GNT3 -1,51 -2,84 1,30E-09 1,02E-06 
PLAC8 -1,52 -2,87 4,00E-04 8,10E-03 
AJ420543 -1,53 -2,89 4,76E-06 2,73E-04 
NCF2 -1,53 -2,89 3,18E-03 3,80E-02 
PPP1R1B -1,53 -2,90 2,31E-09 1,30E-06 
C11orf52 -1,55 -2,92 9,38E-08 1,49E-05 
FUT3 -1,56 -2,95 3,32E-08 6,81E-06 
A_23_P64962 -1,56 -2,96 8,63E-10 9,13E-07 
S100A9 -1,57 -2,97 5,73E-09 2,10E-06 
SPINT1 -1,57 -2,97 4,74E-04 9,30E-03 
WSCD1 -1,58 -2,98 9,06E-06 4,45E-04 
A_24_P358606 -1,58 -3,00 1,20E-06 9,90E-05 
GPR160 -1,59 -3,00 1,37E-06 1,08E-04 
BEX1 -1,59 -3,02 4,50E-09 1,78E-06 
ENST00000417112 -1,61 -3,05 2,46E-09 1,32E-06 
A_23_P21882 -1,61 -3,05 6,83E-09 2,32E-06 
RNF125 -1,61 -3,06 8,75E-07 7,86E-05 
KLK8 -1,62 -3,06 5,30E-08 9,52E-06 
ASS1 -1,62 -3,08 1,33E-06 1,06E-04 
METRNL -1,63 -3,09 8,03E-06 4,08E-04 
CRB3 -1,63 -3,10 7,29E-08 1,22E-05 
ANKRD22 -1,64 -3,11 3,58E-09 1,57E-06 
DAPP1 -1,64 -3,11 3,58E-08 7,16E-06 
GPRIN2 -1,65 -3,13 4,80E-10 7,00E-07 
SYK -1,66 -3,16 1,29E-09 1,02E-06 
C6orf132 -1,66 -3,16 3,39E-09 1,51E-06 
ARHGEF40 -1,68 -3,20 5,99E-05 1,92E-03 
TTC22 -1,68 -3,21 3,26E-08 6,73E-06 
TP53I11 -1,70 -3,26 5,35E-07 5,49E-05 
ITGA1 -1,71 -3,28 3,57E-03 4,15E-02 
C1orf116 -1,71 -3,28 2,65E-08 5,89E-06 
TM4SF1 -1,74 -3,33 1,12E-03 1,77E-02 
A_32_P42895 -1,74 -3,34 6,50E-09 2,27E-06 
JAG2 -1,76 -3,39 7,12E-08 1,20E-05 
GJB2 -1,78 -3,43 2,02E-08 4,95E-06 
A_24_P306814 -1,78 -3,45 6,12E-07 6,04E-05 
CRIP1 -1,79 -3,46 1,23E-06 1,01E-04 
CGNL1 -1,81 -3,50 2,19E-05 9,05E-04 
LTB -1,81 -3,50 1,93E-03 2,65E-02 
AL832534 -1,81 -3,50 1,00E-06 8,61E-05 
CEACAM6 -1,81 -3,50 3,62E-09 1,57E-06 
MID1IP1 -1,81 -3,51 1,38E-06 1,08E-04 
MAP7 -1,84 -3,58 3,79E-06 2,30E-04 
SHISA3 -1,85 -3,62 4,50E-02 2,37E-01 
TMC6 -1,89 -3,69 1,09E-06 9,23E-05 
A_24_P178444 -1,89 -3,70 7,01E-07 6,71E-05 
CKMT1A -1,89 -3,70 2,47E-08 5,69E-06 
CCNA1 -1,90 -3,72 6,96E-09 2,33E-06 
A_24_P110601 -1,91 -3,76 3,02E-07 3,61E-05 
THC2529323 -1,91 -3,76 8,66E-06 4,33E-04 
GUCY1A3 -1,92 -3,79 5,49E-05 1,80E-03 
KRT4 -1,93 -3,81 3,38E-10 6,80E-07 
CCDC64B -1,94 -3,84 4,83E-09 1,81E-06 
S73202 -1,98 -3,93 4,39E-07 4,74E-05 
THC2566704 -1,98 -3,94 1,95E-09 1,14E-06 
CST6 -2,02 -4,05 1,27E-07 1,91E-05 
RNF43 -2,04 -4,10 2,57E-08 5,82E-06 
DENND2D -2,06 -4,16 5,81E-08 1,02E-05 
ESRP1 -2,10 -4,30 1,27E-09 1,02E-06 
ARHGEF16 -2,11 -4,32 4,39E-07 4,74E-05 
SLC44A3 -2,14 -4,40 8,40E-07 7,64E-05 
CD24 -2,17 -4,49 4,08E-06 2,43E-04 
AP1M2 -2,18 -4,55 1,07E-14 3,45E-10 
AIF1L -2,20 -4,60 6,76E-06 3,61E-04 
ST14 -2,21 -4,62 3,64E-08 7,18E-06 
EPPK1 -2,22 -4,65 2,60E-09 1,35E-06 
FA2H -2,22 -4,66 5,06E-06 2,86E-04 
THC2624264 -2,22 -4,67 3,62E-08 7,18E-06 
FAM174B -2,22 -4,67 3,09E-09 1,44E-06 
ACOT11 -2,24 -4,71 2,24E-10 5,57E-07 
TSTD1 -2,25 -4,76 2,55E-08 5,81E-06 
CLDN7 -2,31 -4,97 1,37E-07 2,01E-05 
ATP2C2 -2,33 -5,03 9,49E-10 9,26E-07 
EPS8L1 -2,38 -5,19 6,19E-09 2,19E-06 
EFEMP1 -2,41 -5,32 7,78E-05 2,33E-03 
AKR1B10 -2,44 -5,41 1,26E-08 3,68E-06 
A_23_P15226 -2,48 -5,56 5,22E-10 7,00E-07 
FXYD3 -2,48 -5,59 1,20E-09 1,02E-06 
SLC1A3 -2,49 -5,62 4,19E-11 1,69E-07 
THC2548807 -2,50 -5,67 1,69E-09 1,07E-06 
MYB -2,53 -5,78 2,14E-08 5,18E-06 
CDH1 -2,54 -5,80 3,49E-06 2,16E-04 
TCN1 -2,62 -6,13 7,49E-10 9,01E-07 
TNS4 -2,65 -6,28 4,66E-10 7,00E-07 
MPZL2 -2,70 -6,50 1,56E-08 4,12E-06 
LCN2 -2,72 -6,59 4,24E-07 4,64E-05 
TMEM125 -2,72 -6,60 1,84E-07 2,53E-05 
GRHL2 -2,78 -6,85 1,27E-09 1,02E-06 
BSPRY -2,78 -6,87 9,33E-10 9,26E-07 
IGFBP2 -2,83 -7,13 2,26E-08 5,30E-06 
CYP1B1 -2,85 -7,19 1,55E-09 1,06E-06 
C1orf172 -3,03 -8,18 1,30E-09 1,02E-06 
S100A14 -3,09 -8,53 4,58E-09 1,78E-06 
LAD1 -3,10 -8,58 1,23E-10 3,83E-07 
OVOL2 -3,15 -8,90 2,25E-10 5,57E-07 
PRR15L -3,19 -9,11 1,08E-06 9,16E-05 
TACSTD2 -3,20 -9,20 2,19E-08 5,25E-06 
LCP1 -3,38 -10,37 8,34E-08 1,36E-05 
EPCAM -3,42 -10,69 1,48E-06 1,13E-04 




List of miRNA which were deregulated in Docetaxel resistant IGR-CaP1 and PC3 cells (FC≥ 
1.5) 
 
MiR signature in IGR-CaP1  MiR signature in PC3 




























































































































































































































































List of the 28 proteins issued of the proteomic analysis which potentially interact with 
SHISA3 in human prostate cancer cells 
 
ID Symbol Entrez Gene Name 
Q9NZ32 ACTR10 actin-related protein 10 homolog 
Q9H1Y0 ATG5 autophagyrelated 5 
Q9Y679 AUP1 ancientubiquitousprotein 1 
Q8IWX8 CHERP calcium homeostasisendoplasmicreticulumprotein 
Q2KHT3 CLEC16A C-type lectin domain family 16, member A 
P83436 COG7 component of oligomericgolgi complex 7 
Q9UHQ9 CYB5R1 cytochrome b5 reductase 1 
O95834 EML2 echinoderm microtubule associatedproteinlike 2 
P42566 EPS15 epidermal growth factor receptor pathway substrate 15 
Q9Y3B2 EXOSC1 exosome component 1 
Q9NPD3 EXOSC4 exosome component 4 
P45985 MAP2K4 mitogen-activated protein kinase kinase 4 
Q14696 MESDC2 mesodermdevelopment candidate 2 
Q9Y2Q9 MRPS28 mitochondrial ribosomal protein S28 
Q8TCD5 NT5C 5', 3'-nucleotidase, cytosolic 
Q9NX40 OCIAD1 OCIA domaincontaining 1 
Q96SU4 OSBPL9 oxysterolbindingprotein-like 9 
P07477 PRSS1 protease, serine, 1 (trypsin 1) 
Q14108 SCARB2 scavenger receptor class B, member 2 
A0PJX4 SHISA3 shisafamilymember 3 
Q6P1M0 SLC27A4 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 4 
P04920 SLC4A2 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 2 
Q13445 TMED1 transmembrane emp24 protein transport domaincontaining 1 
Q9P0U1 TOMM7 translocase of outer mitochondrial membrane 7 homolog 
Q7Z2T5 TRMT1L tRNAmethyltransferase 1 homolog-like 
Q96IX5 USMG5 up-regulated during skeletal muscle growth 5 homolog 
Q08AM6 VAC14 Vac14 homolog 
Q96I51 WBSCR16 Williams-Beuren syndrome chromosome region 16 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
